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Zur Kenntnis des Spermins ITI. 
Von 
VF. Wrede. 


Mit 4 Figuren im Text, 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Greifswald.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. April 1924.) 


Vor einiger Zeit habe ich gemeinsam mit E. Banik iiber 
die Base, die Schreiner?) aus menschlichem Sperma dargestellt 
haben will, kritisch berichtet.”) Dort wurde erwihnt, daB nach 
Angabe Schreiners das Spermin sich in erheblicher Menge 
(5°/, der Trockensubstanz) aus Sperma als schwer ldsliches 
Phosphat abscheiden lieB; es soll nach seinen Analysen die 
Formel C,H,N haben. — Unter dieser Formel wurde das 
Spermin in der Literatur aufgenommen. Auf Grund der Ar- 
beiten von Ladenburg und Abel wurde dann das Spermin 
irrtiimlich mit Piperazin identifiziert.*) Trotzdem dieser An- 
sicht von anderer Seite dfter widersprochen wurde, hat sie 
sich doch bis in die neuste Zeit erhalten. — Daneben wurde 
aber auch von mehreren Forschern die Meinung vertreten, daB 
das Spermin iiberhaupt nicht existiere. Jedenfalls konnte es 
bisher nicht wieder dargestellt werden.) 





1) Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 194, 8. 68 (1878). 

*) Diese Zs. Bd. 131, S. 38 (1923). 

3) Chem. Ber. Bd. 21, S. 57 (1888). 

‘) Literatur siehe bei Wrede u. Banik, Diese Zs. Bd. 131, S. 38 
(1923). Neuerdings berichtet M. Chr. Rosenheim (Journ. of Physiol., 
Proceed. Bd. 51, S. 6—7 [1917]), daB ihnen die Isolierung des Spermins 
wieder gegliickt sei. Sie geben aber weder die Methode zur Isolierung 
an, noch irgendwelche Analysenwerte, Formeln oder physikalische Kon- 
stanten., 
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Es ist merkwiirdig, daB ein so interessanter Stoff bishe; 
noch nicht weiter untersucht ist, bzw. daB die Untersuchungen 
iiber ibn noch zu keinem exakten Resultat gefiihrt haben. fk; 
mag das damit zusammenhingen, daB das Ausgangsmaterial 
schwer in gréBeren Mengen, wie sie fiir solche Untersuchunge; 
bendtigt werden, zu erhalten ist, andererseits aber auch damit, 
da8 die Methode zur Aufarbeitung, die Schreiner angibt, 2 
keinem Resultate fiihrt. 

Dem Spermin, das ja der wesentliche Bestandteil der 
,samenkrystalle* sein soll, wird namlich eine sehr wichtige 
physiologische Funktion zugeschrieben. Die Beobachtung ist 
alt, dab Spermatozoen, die etwa durch Punktion der Neben- 
hoden oder des Vas deferens erhalten wurden, unter dem Mikro. 
skop gar keine oder nur geringe Bewegung zeigen’), wiihrend 
das normale Kjakulat, das auBer Hodensekret noch Prostata- 
saft usw. enthilt, die iibliche Beweglichkeit der Spermien er- 
kennen laBt. Die lebhafte Bewegung kommt erst zustande, 
nachdem sich die Sekrete der Hoden und der Prostata ge. 
mischt haben, was ja aus Griinden der Energieersparnis sehr 
einleuchtend erscheint. 

Fiirbringer’) hat als erster gezeigt, daB der Prostatasait 
»in spezifischer Weise das in den starren Spermatozoen schlum- 
mernde Leben auszulésen vermag.“ Andere Forscher bestiitigen 
seine Angaben, so Steinach’*), der fand, daB die Spermicn 
der Ratte sich viel schneller bewegen, wenn zu ihnen mit 
Kochsalzlésung verdiinnter Prostatasaft gesetzt wurde. Walker‘ 
zeigte, daf die Samenfaiden aus Hoden oder Nebenhoden des 
Hundes bewegungslos sind, daB die aus den Samenleitern nur 
wenig Bewegung zeigen; auf Zusatz von Prostatasekret zeigten 





) Fiirbringer, Berl. klin. Wochenschr. 1886, 8. 476; ders., Samm. 
klin. Vortrige (Volkmann) Nr. 207, bei Breitkopf & Hirtel 1881; ders. 
Stérungen der Geschlechtsfunktionen des Mannes, Wien, 1895; Roh- 
leder, Monografien iiber die Zeugung beim Menschen, Bd. I, S. 53¢f. 

2) a. a. O. 

) Pfliigers Arch. Bd. 56, S. 304 (1894); s.a. Mansell Moulin, 
Journ. of Anat. u. Physiol. Jan. 1895; Walker in John Hopkins Ho 
spital Bulletin, Okt. 1900. 


*) Arch. f. allgem. Anatomie u. Entwicklungsgeschichte 1897. 
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sje lebhafte Bewegung, namentlich die aus dem Nebenhoden. 
Rohleder’) sah im Ejakulat eines Mannes, der an ,,Defika- 
tionsspermatorrhoe“ litt, nur sehr wenige bewegliche Sperma- 


| tozoen. Als er mit einem Felekiapparat vom Mastdarm aus 
' die Prostata exprimierte und den gewonnenen Saft dem obigen 
 Ejakulat zusetzte, beobachtete er sofort lebhafte Bewegung der 


Spermien. — Ubrigens hat Steinach gezeigt, da® Ratten nicht 


- nehr befruchtungsfahig sind, sobald die Prostata exstirpiert ist. 


Fiirbringer und andere Forscher glauben, da diese 


| Reizauslésung durch einen besonderen Bestandteil der Prostata 
| bedingt wird. Daf die Beweglichkeit der Spermien durch 
allerhand Chemikalien beeinfluBt wird, ist bekannt; anregend 
| wirken z. B. Glycerin, phosphorsaures Natrium und besonders 
| kaustische Alkalien*), besonders stark wirkt eine 5—10°/, ige 
| Zuckerlisung mit einer Spur Atzkali. — Nun zeigt allerdings 
das Prostatasekret schwach alkalische Reaktion, bewirkt auch 


wohl die Alkalescenz des normalen Hjakulats. Aber es ent- 


| halt bemerkenswerterweise einen eigentiimlichen Stoff, der nach 


Ansicht der oben zitierten Autoren die Ursache fiir die Be- 


| wegungsauslésung sein soll. Dieser Stoff, das ,Spermin“, gibt 
' dem normalen Sperma noch zwei weitere charakteristische 


Kigenschaften: seinen Geruch und die Méglichkeit, ,Schreiner- 


_ sche Samenkrystalle“ entstehen zu lassen. Ob der Geruch 


dem ,Spermin“ selbst oder einem Derivate desselben zukommt, 
sei dahingestellt. Die unten erwahnten Befunde sprechen fiir 
die letzte Annahme. Die Bildung der Samenkrystalle erfolgt 
ibrigens erst einige Zeit nach der Hjakulation. Die zur 
Krystallbildung benétigte Menge Phosphorsiure ist offenbar 
nicht im Prostatasaft vorhanden, sondern stammt wohl aus 


_ den anderen Sekreten. Deshalb laBt reiner Prostatasaft hiufig 
| die Krystalle nicht spontan entstehen, sondern erst nach Zusatz 


von phosphorsauren Salzen. 
Wenn es nun gelingt, diesen eigentiimlichen Stoff, das 


| .Spermin“, chemisch zu identifizieren und damit eventuell auch 


1) a. a. O. 
*) Kélliker, Zs. f. wissensch. Zoologie Bd. 7, S. 181 ff, (1856). 
9 * 
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der kiinstlichen Darstellung zugiinglich zu machen, so wire 
ein héchst wichtiger Weg gezeigt worden, den der Ay; 
bei Erkrankungen der Prostata, bei Bewegungslosigkeit de; 
Spermatozoen, bei den Folgen einer Epididymitis duplex 
(Azoospermie) hinsichtlich einer etwa gewiinschten Befruchtuny 
zu beschreiten habe: Ks kénnte durch Beimengung von ,,Spermin‘ 
zum Kjakulat oder zum Punktat der Nebenhoden ein zeugung:. 
fihiges Sperma geschaffen werden. 

Versuche, mit solchem ,,kiinstlichen Sperma“ Befruchtungey 
zu erzielen, sind mehrfach bei Menschen und Tieren gemacht 
worden. So hat Iwanoff!) bei Kaninchen, Meerschweinchen 
und Hunden Samen aus dem Nebenhoden entnommen, init 
einer etwa 1°/, igen Natriumbicarbonatliésung verdiinnt und in 
die Vagina injiziert. Es trat fast regelmaBig Befruchtung ein, 

Dagegen verliefen die Versuche von Déderlein’) und 
Rohleder*) beim Menschen ohne sicheres Resultat. Rob. 
leder entnahm bei Minnern, die infolge von Epididymitis 
duplex steril waren, Sekret aus dem Kopfe des Nebenhodens, 
gab dazu '/, com seiner Verdtinnungsfliissigkeit (NaCl, NaHC0, 
aa 0,9, aqua dest. ad 100,0) und injizierte diese Mischung in 
die etwas erweiterte Cervix uteri. Nur in einem Falle {vou 
sieben) trat Befruchtung ein, wobei es aber der Autor selbsi 
als fraglich hinstellt, ob diese die Folge der Injektion des 
»kiinstlichen Spermas“ sei. — Beim Menschen ist offenbar der 
Zusatz von Alkali allein nicht geniigend.*) 





1) zit. nach Rohleder, Deutsche med. Wochenschr. Jahre. iv 
S. 438 (1924). 

*) Miinchen. med. Wochenschr. 1912, S. 20. 

3) Deutsche med. Wochenschr. Jahrg. 50, 8. 433 (1924). 

4) Nach Rohleders (a. a. O.) Ausfiihrungen acquirieren 80°), aller 
Miinner Gonorrhoe. In 6—12°/, dieser Fille tritt Epididymitis auf 
allerdings nur in 7°/, der Epididymitisfille doppelseitig. Daraus geht 
hervor, eine wie groBe Zahl von Minnern der Sterilitiit verfiilt. 90°, 
aller Fille von Azoospermie sind die Folge von Gonorrhoe. Nach Lie: 
und Ascher sind '/, aller sterilen Ehen die Folge von Azoospermie. 
Diese Zahlen zeigen, welche praktische Bedeutung die Erméglichung 
einer kiinstlicheu Befruchtung mit eigenem Nebenhodenpunktat fiir die 
Behebung der ehelichen Kinderlosigkeit erlangen kénnte. 
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In der eingangs erwihnten Arbeit konnte von uns nun 


) gezeigt werden, dai im Sperma tatsichlich eine eigentiimliche 
| Base vorhanden ist, wenn auch nur in recht geringer Menge. Ihre 
' Isolierung auf dem von Schreiner beschriebenen Wege war 
| iibrigens nicht méglich. Nach einem abgeinderten Verfahren 
gelang es, sie in Form des krystallisierten Chloroaurates zur Ana- 
lyse zu bringen. Damals hatten wir wegen Mangel an Ausgangs- 
material nur sehr wenig von dem Salze zur Verfiigung, so 
- daB von einem Umkrystallisieren abgesehen werden muBte. 
' Der Schmelzpunkt der Krystalle lag bei 216—218°, die Ana- 
lysen wiesen auf die Formel C,H,,N,0,-H,Au,Cl, hin. Irgend- 
welche weitere Derivate konnten damals noch nicht beschrieben 
' werden. Ob die dem Chloroaurat zugrunde liegende Base mit 
dem Spermin Schreiners identisch sei, lie® sich wegen der 
mangelhaften Charakterisierung, die Schreiner seinen Pri- 
' paraten zuteil werden lieB, nicht sicher feststellen. Immerhin 
| konnte gezeigt werden, daB eine der bekannten Basen (Cholin, 
| Piperazin, Cadaverin oder Pyrazin), die eine dhnliche Zu- 
' sammensetzung haben, in dem gefundenen Stoff nicht vorliegt. 


Unterdessen ist es mir gelungen, durch die freundliche 


| Unterstiitzung mehrerer Kliniken und mehrerer Arzte in den 
| Besitz gréBerer Mengen von frischem menschlichen Sperma zu 
| gelangen. Fir die vorliegende Arbeit wurde etwa 1/, kg des 
in Alkohol konservierten Materials verbraucht. Das friiher be- 
' schriebene Chloroaurat wurde wieder hergestellt. Dabei zeigte 
' sich itbrigens, daB die einzelnen Spermaproben recht ver- 


schiedenen Gehalt an der Base aufwiesen. Leider war es vor- 


| liufig noch nicht méglich, irgendwelche Zusammenhinge 
| zwischen dem Gehalt an Spermin und dem Alter und der 
Konstitution der betreffenden Person, von der das Sperma 
stammte, zu erkennen. 


Das Goldsalz wurde diesmal in gréBerer Menge gewonnen. 


_ Der frither bestimmte Schmelzpunkt von 216—218°, sowie die 
iriher gefundenen Analysenwerte stimmten auch jetzt fiir das 


reinste, gut krystallisierte Priparat. — Ubrigens lieB sich die 
Darstellung des Chloroaurats wesentlich vereinfachen. Es wurde 


| dann allerdings primar ein nicht so reines Material erhalten, 








4 
i 











124 F. Wrede, 


doch lieB sich dieses leicht in einheitliche andere Deriyat 
iiberfiihren. 

Versuche, das Chloroaurat direkt umzukrystallisieren, mij. 
langen wieder. Es wurde deshalb das (eventuell noch nich; 
ganz analysenreine) Goldsalz mit Schwefelwasserstoff zerleg:. 
Die salzsaure Lisung der Base gab nun mit Platinchlorid 
millimeterlange Krystalle, die auch bei mikroskopischer Be. 
trachtung ganz einheitlich waren. Dieses Chloroplatinat wurie 
nun zwecks Festlegung der Formel analysiert. Es enthielt 2 Mol, 
Krystallwasser, die im Vakuum bei 80° leicht entwichen, 
Die Formel des Platinsalzes ist C,H,,N,-H,PtCl, + 2 H,0. 

Durch Zersetzen dieses Platinsalzes wurde eine Lisung 
der reinen salzsauren Base erhalten. Sie gab mit Goldchlorid 
sofort sehr schéne grobe Krystallblittchen, die ebenso wie die 
friiher beschriebenen weniger schén ausgebildeten Drusen bei 
216—218° schmolzen. Nach dem Trocknen im Vakuum bei 
80° gaben sie Analysenwerte, die die Formel C,H, ,N, - H,Au,(, 
sicherstellten. Das ungetrocknete Goldsalz enthielt ebenso wie 
das Platinsalz Krystallwasser Die friiher gefundene Formel 
mu aufgelést werden in C,H,,N,-H,Au,Cl, + 2 H,O. 

Die aus dem Platinate gewonnene salzsaure Lésung diente 
dazu, noch einige andere Derivate darzustellen. So wurde 
ein krystallisiertes Salz der Phosphorwolframsiure erhalteu, 
ebenso ein schén krystallisiertes Pikrat und Pikrolonat. — 
Diese Salze zersetzen sich aber leider, ohne einen charakte- 
ristischen Schmelzpunkt oder Zersetzungspunkt zu zeigen. 

Fiir das Spermin muB also die Formel C;H,,N, oder ei 
mehrfaches dieser Formel angenommen werden. Um Cadaverin 
(C,H,,N,) kann es sich nicht handeln, denn die entsprechenden 
Salze des Cadaverins zeigen ein anderes physikalisches Verhalteu. 
An Basen von der Formel C,H,,N, wurden im Tierkérper ge- 


14° °2 
funden: Neuridin?), Gerontin?) und Saprin.*) Neuridin soll ein 





1) Brieger Ptomaine I, s. a. Gulewitsch, Diese Zs. Bd. 2i, 
S. 50 (1890). 

*) Grandis, Rendiconti atti d. Reale accad. dei Lincei Bd. 6, 5. 23! 
(1890). 

3) Brieger, Ptomaine II. 
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schwer lésliches Goldsalz geben. Die Existenz des Neuridins 


' ist aber recht fraglich. Es sind Arbeiten im Gange, die die 


Gewinnung von Neuridin zum Ziele haben. Dies soll dann 
mit Spermin verglichen werden. 
Es muBte nun versucht werden, die MolekulargréBe der 


' gefundenen Base festzustellen. Nach vielfachen Vorversuchen 
erwies sich als recht geeignet das m-Nitrobenzoylderivat des 
 Spermins, um Molekulargewichtsbestimmungen auszufiihren: es 


krystallisiert leicht und lést sich so schwer in Alkohol, daB es 
auch in kleinen Mengen gut durch Umkrystallisieren gereinigt 


' werden kann. Die Molekulargewichtsbestimmungen wurden 
' nach der schénen Mikromethode von Rast?) ausgefiihrt. Die 
 gahlreichen Bestimmungen an Priiparaten verschiedener Her- 


kunft gaben immer Werte von etwa 800, stimmend fiir 
(,,H,.N,C,H,(NO,)CO],. Die Formel fir Spermin wire dem- 
nach C,,H,,N,. — Bei dieser Gelegenheit wurde auch das 
m-Nitrobenzoyl-Cadaverin dargestellt. Es schmilzt bei 188°, 17° 


| hoher als das Sperminderivat, gibt bei der Molekulargewichts- 


bestimmung nach Rast die verlangten Werte fiir das Molekular- 


| gewicht 400. 


Kine optische Aktivitit des Spermins konnte nicht fest- 


| gestellt werden. Die salzsaure Liésung, die etwa 1°/, der 


freien Base enthielt, lie®B im 1dm-Rohr keine merkbare 


_ Drehung erkennen. Immerhin besteht die Méglichkeit, daB die 


Drehung so gering ist, daB sie sich bei dieser Konzentration 
der Beobachtung entzog. 
Es wire nun zu diskutieren, ob die gefundene Base mit 


' dem Spermin Schreiners identisch ist. Schreiner macht 


tolgende Angaben”): ,,Die wiBrige stark alkalische Lésung der 
Basis zeigt nachstehende Reaktionen: 


Mit Goldchlorid: sofort goldgelber, allmahlich krystal- 
linisch werdender Niederschlag. 

Mit Platinchlorid: nicht sofort ein Niederschlag, aber 
nach einiger Zeit zarte, iibereinander gelagerte Tafeln. 





1) Diese Zs. Bd. 126, S. 100 (1922). 
*) Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 194, S. 80 (1878). 
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Mit neutralem und basisch essigsaurem Blei wird 
die Basis nicht gefillt. 

Mit Phosphormolybdansaure: gelblich gefarbter Niederschlag 

Mit Phosphorwolframsiure: weiBer flockiger Niederschlag, 
der sich in Ammoniak, Kali- und Natronlauge lést, in Sal. 
saure, Salpetersiure, Schwefelsiure, Phosphorsiure, Essig. 
siiure usw. aber ungelést bleibt.“ 

Ich benutzte zur Anstellung der Reaktionen die salzsaure 
Lésung der Base, die durch Zerlegung des Chloroplatinats er. 
halten war. Diese Lésung gab die geschilderten Reaktionen 
in ganz gleicher Weise, nur war der Niederschlag mit Phosphor. 
wolframsiure krystallinisch. Typisch ist, daB das Goldsalz 
sofort ausfallt, das Platinsalz hingegen erst nach einiger Zeit 
in Form von ,,zarten, iibereinander gelagerten Tiifelchen“. 

Schreiner beschreibt das Goldsalz noch folgendermagen: 
Mit Goldchlorid gibt die wiBrige Lésung des salzsauren Salzes 
sofort einen voluminésen Niederschlag, der aus prachtvoll per'- 
mutterglanzenden, zarten, goldgelben, iibereinander gelagerten 
Tafeln mit vielfach ausgebrochenen Rindern besteht.“ Das 
Goldsalz ist nach seiner Angabe in Alkohol léslich. Auch 
dies deckt sich mit meinen Beobachtungen. Schreiner sagt, 
daB die freie Base weder fliichtig sei noch Geruch besitze. 
Dies fand ich bei dem von mir isolierten Kérper bestiitigt. 
Nach Schreiner entsteht ein kraftiger Geruch nach Sperma 
beim Behandeln der Goldsalzlésung mit Magnesiumpulver. Ich 
tand diesen Geruch beim Erhitzen des Goldsalzes ebenfalls. 
Nach Schreiner ist der Geruch des menschlichen Spermas 
bedingt durch ein Derivat der neuen Basis, die selbst geruch- 
los ist. Vielleicht zerfaillt das Spermin beim Behandeln mit 
Magnesium oder beim Erhitzen in Cadaverin oder auch Pu- 
trescin, wodurch der Geruch erklart wiirde. 

Auf Grund dieser Vergleiche ist es wohl wahrscheinlich, 
daB der Kérper, den Schreiner beschrieben hat, und dem er 
die Formel C,H,N zuschreibt, identisch ist mit dem von mu 
isolierten. Auffallig ist zwar die groBe Menge, die Schreine? 
davon nach einer Methode aus Sperma isoliert haben will, die 
sich nicht wiederholen lieB. Doch erwi&hnte ich schon, da 
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F der Gehalt des Spermas an Spermin recht wechselnd ist. Viel- 
' Jeicht hat Schreiner ein Sperma verarbeitet, das auBer- 
4 gewohnlich reich an Spermin und an Phosphorsaure war, aus 
- dem sich das schwer lésliche Phosphat leicht abschied. — Uber 
' die Existenz und die Natur des krystallisierten Phosphats soll 
spiiter berichtet werden. 

Die erwihnte Zersetzungsreaktion mit Magnesium und 
die beim Erhitzen, sowie den Abbau des interessanten Kérpers 
durchzustudieren, wird meine nichste Aufgabe sein. Augen- 
blicklich bin ich damit beschiaftigt, Spermin in anderen Organ- 
teilen nachzuweisen.’) Ich hoffe, so ein leichter zugingliches 
Ausgangsmaterial zu gewinnen, wodurch die Bearbeitung der 
Konstitutionsfrage natiirlich sehr erleichtert wiirde. 

Auch iiber die physiologische Funktion, d. h. iiber die 
Wirkung des Spermins auf Nebenhoden-Punktat mit unbeweg- 
lichen Spermatozoen, hoffe ich bald berichten zu kénnen. 


Methodischer Teil. 


Aufarbeitung des Spermas.?) Das frische Sperma war 
in der etwa 2—3 fachen Menge 96°/, igen Alkohols konserviert 
worden. Es werden nun je 200 ccm der alkoholischen Sus- 
pension im Vakuum vom Alkohol befreit. Der Riickstand 
wird mit der 2—3fachen Menge Wasser verdiinnt und mit 
20 com n-Natronlauge so lange geriihrt, bis die Coagula in der 
tritben Fliissigkeit verschwunden sind. Das Alkali wird mit 
20 com n-Kssigsiure neutralisiert. Dann wird rasch auf- 
gekocht. Beim Abkiihlen fillt ein Teil des EiweiBes aus. Es 
wird nun ohne zu filtrieren mit kiuflicher Bleiessiglésung ver- 
setzt, solange noch ein Niederschlag entsteht. Dieser wird 
durch Zentrifugieren beseitigt. Die etwas triibe Fliissigkeit 
wird durch Kieselgur abgesaugt, bis sie vollkommen klar ist. 
Nun wird mit Schwefelwasserstoff das Blei gefallt, der Schwefel- 


1) Die Ansicht von Kunz (Mon.-H. fiir Chemie Bd. 9, S. 372 [1888)), 
dab Spermin in Cholerakulturen vorkommt, wurde von Wrede u. Banik 
als Irrtum erkannt (Diese Zs. Bd. 131, S. 29 [1923)). 

*) S. a. Wrede u. Banik, Diese Zs. Bd. 131, 8. 47 (1923). 
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wasserstoff wird durch einen Luftstrom verjagt. Zu der Fliissig. 
keit wird 5°/, an Schwefelsiture gegeben, und so viel gelist, 
Phosphorwolframsiure, da® die Fallung vollstandig ist. De 
Niederschlag wird nach einstiindigem Stehen abgesaugt und mj: 
verdiinnter Schwefelsiure nachgewaschen. Dann wird er mj 
etwa 40 ccm Wasser und mit festem Bariumhydroxyd (ety; 
5 bis 10 g) verrieben. Nach einigen Stunden wird die alk:. 
lische Fliissigkeit abgesaugt, das Filtrat wird mit Kohlensiiur 
von Barium befreit, mit Methylorange schwach angefarbt uni 


mit so viel verdiinnter Schwefelsaiure versetzt, daB die Reaktio — 


eben sauer ist. Es wird wieder durch Kieselgur filtriert. Da 


Filtrat (etwa 30 ccm) wird mit einigen Tropfen Salzsiure ual & 
mit etwa 10 g in wenig Wasser gelistem Goldchlorid versetzt. 
Beim Stehen in der Kilte bildet sich ein reichlicher Nieder. & 


schlag, der unter dem Mikroskop Nidelchen und Drusen neben 
etwas amorphen Beimengungen erkennen Ja8t. Der Zersetzung:. 
punkt dieses noch nicht ganz reinen Goldsalzes liegt bei un. 
gefihr 205°, Ausbeute etwa 0,2 g. 

Darstellung des Chloroplatinats. Das rohe Goldsal: 
(0,2 g) wird mit etwa 5 ccm warmem Wasser geschiittelt, von 
dem ungelésten amorphen Teil wird abgegossen. Die Losung 
wird mit Schwefelwasserstoff zersetzt. Das Filtrat wird durch 
einen Luftstrom vom Schwefelwasserstoff befreit. Durch Zu- 
gabe von etwa 2ccm 20°/, iger Platinchloridlésung scheiden sich 
nach kurzer Zeit groBe Krystalle ab, deren Menge sich beim 
Stehen in Eis noch vermehrt. Es sind auBerst diinne, orange- 
gelbe Tafeln, deren Aussehen an das der Krystalle des Chole- 
sterins erinnert. Uber ihre krystallografische Untersuchung, die 
ich der Giite des Herrn Priv.-Doz. Dr. Scheumann- Leipzig ver- 
danke, s. 8.14. Ausbeute etwa 50 mg. — Das Platinat ist 
schwer léslich in kaltem Wasser, leichter léslich in heifem. 
Beim Erkalten krystallisiert es wieder aus. In Alkohol ist es 
ganz unldslich. Die an der Luft getrockneten Krystalle fangen 
beim Erhitzen bei etwa 235° an, sich dunkel zu firben, bei 
242° (unkorr.) schmelzen sie zusammen und zersetzen sich unter 
Gasentwicklung. Bei 80° im Vakuum (22 mm) verlieren sie 
Krystallwasser. 
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Analyse der lufttrocknen Substanz: 
11,600 mg Substanz gaben 4,660 mg CO, und 3,490 mg H,O und 


q 150 mg Pt. 
5,358 mg Substanz gaben 1,907 mg Pt. 
7,250 mg ‘ » 0,310 cem N bei 765 mm und 20°. 
9,864 mg " verlieren bei 80° im Vakuum iiber P,O,; in 


. "5 Stunden 0,616 mg an Gewicht. 


6,518 mg Substanz verlieren bei 80° im Vakuum iiber P.O; in 


7 Stunden 0,416 mg an Gewicht. 


CioHagN,: 2 H,PtCl, + 4H,O = 1094,4 


PBer. 10,97%/,C 3,50/,H 5,12°/, N 35,69°/, Pt 6,58%/, H,O 
PGef. 1093 ,,. 3,37 4, 5,01 ,, 35,77, 6,25 
q 35.60 ,, 6,38 “ 


Analyse der wasserfreien Substanz: 
9,248 mg Substanz gaben 3,965 mg CO, und 2,620 mg H,O und 
8.518 mg Pt. 
6,110 mg Substanz gaben 0,284 cem N bei 767 mm und 20°. 
Cro HogN ge 2 H,PtCl, = 1022,1 
Ber. 11,74°/, C 2,96, H  5,48°, N._— 88,20, Pt 
Gef. 11,70 , 817 , 5,44 4 388,04 
Darstellung des Chloroaurats. Je 50 mg des Platin- 


-salzes werden in etwa 5 ccm warmem Wasser gelést und mit 
| Schwefelwasserstoff zerlegt. Die Abscheidung des Schwefel- 
platins nimmt lingere Zeit in Anspruch. Es wird filtriert, 
' der Schwefelwasserstoff wird entfernt. Auf Zusatz von Gold- 
_ chloridlésung fallen glitzernde Krystallblattchen aus, die im 
' Aussehen dem Platinate ahneln. Beim Erhitzen werden sie 
bei etwa 210° dunkel, sie schmelzen bei etwa 216—218° (un- 
_ korr.), wobei sie sich unter Aufschiumen zersetzen. Auch sie 
 enthalten Krystallwasser, das sie im Vakuum verlieren. 


Analyse des wasserfreien Salzes: 
7,470 mg Substanz gaben 2,16 mg CO, und 1,29mg H,O und 


75 mg Au. 
5,720 mg Substanz gaben 0,187 ccm N bei 763 mm und 20°. 


Ber. 7,68°/, C 1,94°/, H 3,.59°/, N 50,50°/, Au 
Gel 700 , 18 » 888 , Oe -, 
Pikrat. Die durch Zerlegung des Platinats mit Schwefel- 
wasserstoff gewonnene Liésung des salzsauren Spermins gibt 
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mit waBriger Pikrinsiurelésung sofort einen Niederschlag, de; 
aber nicht deutlich krystalline Struktur erkennen 1liBt. 7Zy, 
Erzeugung schéner Krystalle wird so verfahren, daB eine {ij. 
trierte alkoholische Pikrinsaiurelésung mit etwa dem vierte] 
Volumen an wiBriger Basenlésung versetzt wird. Sollten die 
Krystalle nicht spontan erscheinen, so wird noch etwas Wassey 
zugesetzt. Die Verbindung bildet hiibsche hellgelbe Nidel. 
chen, die in Wasser fast unldslich sind. In Alkohol, namentlich 
in warmem, sind sie etwas léslicher. Beim Erhitzen im Schmelz- 
punktsréhrchen sublimiert bei etwa 200° eine gelbe Masse ia 
den oberen Teil des Réhrchens (offenbar Pikrinsiiure), bei 240° 
sintert der Riickstand unter Schwarzfirbung und Aufschiiumen 
zusammen. Der Analyse nach wiirde ein Dipikrat vorliegen: 

1.164 mg Substanz gaben 0,214 cem N bei 745 mm und 16°. 

C,oHoeN, -(C,H,N,O,), = 1118,5 Ber. 20,01°/, N 
C,oHosN,+(CgHsN,0,), = 660,5 Ber. 21,21 _,, 
Gef. 21,38 ,, 

Pikrolonat. Es wird analog wie das Pikrat durch 
Versetzen einer alkoholischen Pikrolonsiurelésung mit der wib- 
rigen Loésung der salzsauren Base erhalten. Es bildet derbe 
Krystallnadeln, die in Wasser kaum loéslich, in heiBem Alkohol 
etwas léslich sind. Beim Erhitzen zeigt die Verbindung ein 
iihnliches Verhalten wie das Pikrat: bei 240° beginnende 
Sublimation, bei 280° Schwarzfirbung und Aufschiumen. 

Nach der Analyse legt eine Verbindung des Spermins mit 
4 Molekiilen Pikrolonsiure vor: 

1,686 mg Substanz ergaben 0,320 cem N bei 760 mm und 24’. 

C,oHegN.(CioH,N,O,), = 1258,7 Ber. 22,24°/, N 
Cy HegN4(C,oH,N,O;), = 730,5 Ber. 23,01 _,, 
Gef. 21,81 __,, 

Beim Versetzen der salzsauren Lésung des Spermins mit 
Phosphorwolframsaure fallen fast momentan hiibsche Kry- 
stalle aus, die in Sauren nicht léslich sind, sich jedoch in 
Alkali leicht lésen. Von einer Analyse des Salzes wurde ab- 
gesehen. 

m-Nitrobenzoyl-Spermin. Die Lésung des salzsauren 
Spermins wird mit Natronlauge versetzt, so da der Gehalt an 
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ihr etwa 5°/, betragt. Dann werden einige Tropfen ver- 
fliissigtes m-Nitrobenzoylchlorid zugesetzt, worauf gehérig ge- 
schiittelt wird. Nach etwa 1—2 Stunden wird die ausge- 
fallene Masse abgesaugt und mit 96°/,igem Alkohol aus- 
gekocht. Mitunter geht nicht alles in Lésung (m-Nitrobenzoe- 
siureanhydrid). Es ist dann angezeigt, nicht allzu lange zu 
kochen, sondern einfach von dem Ungelésten abzufiltrieren. 
Das Filtrat wird dann, am besten im Vakuumexsiccator, auf 
wenige Kubikzentimeter eingedampft, wobei die gesuchte Ver- 
bindung in Form von schwach gelb gefirbten Plittchen, die 
_ qu hiibschen Rosetten vereinigt sind, auskrystallisiert. Die 
i a Ausbeute ist ziemlich gering. Etwas bessere Ausbeuten werden 
L: ; orzielt, wenn zur Acylierung anstatt Natronlauge Natrium- 
| picarbonat verwandt wird.) Die Krystalle werden nochmals 
aus 90°/,igem Alkohol umkrystallisiert, wodurch iibrigens der 
Schmelzpunkt von 171° (unkorr.) nicht veriindert wird. Sie 
_ sind in kaltem Alkohol schwer léslich, unléslich in Wasser. 
2,507 mg Substanz gaben 5,225 mg CO, und 1,035 mg H,0. 
- & 1,558 mg . ,, 0,190 eem bei 755 mm und 20°, 
© [  C,,HN,(C,H,NO,), = 798,3 Ber. 57,12°/, © 4,79°/, H 14,049, N 
| Gef. 56,84 , 4,62 ,, 14,11 





PIPE Wet eters, 1s RRO ee Rae 
ts RNAS eu SRS SS $e os 
NO eels inet i ne kis OF tee 





Molekulargewichtsbestimmung. 
1. 0,452 mg in 5,245 mg Campher. d= 4,0°, Mol.-Gew. = 862. 


2. 0,700 mg ,, 6,115 mg ‘ 4A = 5,5 on = §82. 
: 3. 0,167 mg ,, 2,800 mg a A = 3.0 Z = 796. 
4. 0,429 mg ,, 4,841 mg - sz 4,5 * = 788. 
). 0,610 mg ,, 3,925 mg ‘ = 7,7 = = 807. 
6. 0,297 mg ,, 1,863 mg __,, A=%3 a = 874, 
Mol.-Gew. Gef. 826 (Durchsehnittswert) 


Ber. 798,3 
Kontrolle der Methode an m-Nitrobenzoyl-Cadaverin (s. u.): 
0,400 mg in 3,862 mg Campher. 4 = 10,4°. 
Mol.-Gew.: Gef. 398 Ber. 400,2. 
Optisches Verhalten. Zur Priifung auf optische Ak- 
tivitit werden 34,4 mg des Chloroplatinats in etwa 2 ccm 


) E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 32, S. 2454 (1899). — Wieland u. 


Me 
| Bauer, Chem, Ber. Bd. 40, S. 1687 (1907). 
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warmem Wasser gelést. Die Liésung wird mit Schwefelwassey. 
stoff zersetzt. Dann wird quantitativ durch Kieselgur in ejy 
gewogenes Glas filtriert. Das Filtrat wird im Vakuun. 
exsiccator so weit eingedunstet, dab das Gewicht der wiifrigen 
Lésung 0,8643 g betragt. In der Lésung befinden sich 
6,404 mg der Base an Salzsiure gebunden. Die Priifung in 
1 dm-Mikropolarisationsrohr lieB keinerlei optische Drehung ey. 
kennen (Durchschnittswert von 65 Ablesungen). 


m-Nitrobenzoyl-Cadaverin. Der Koérper wurde zum Ver. 
gleich mit dem entsprechenden Derivat des Spermins analog 
wie dieses hergestellt. Er bildet schéne, leicht gelblich ge. 
firbte Krystallnadeln, die schwer léslich in kaltem Alkohol, 
unléslich in Wasser sind. Schmelzp. 188° (unkorr.). 

2,920 mg Substanz gaben 6,140 mg CO, und 1,35 mg H,0O. 

2,341 mg = » 0,285 eem N bei 755 mm und 20°, 
C,gH,.N,O, = 400,2 Ber. 56,98°/, C 5,049, H 14,00%/, N 

Gef. 57,35 “* 5,17 - 14,09 
Molekulargewichtsbestimmung. 
0,400 mg in 3,862 mg Campher. 4 = 10,4° 
Mol.-Gew. Gef. 399 Ber. 400,2. 


” 


kKrystallographische Untersuchung desSperminchloro- 
platinates (ausgefiihrt von Herrn Priv.-Doz. Dr. Scheumann- 
Leipzig). 

Das Sperminchloroplatinat bildet flache Tafelchen von ge- 
ringer Dicke (héchstens 0,02 mm), die im durchfallenden Lichte 
in leicht gelblicher Farbe erscheinen. 

Die Blattchen zeigen deutliche Krystallkonturen bei iiber- 
wiegend geradlinig polygonaler Umgrenzung. Gelegentlich 
runden sich die Konturen dort, wo flache Kantenwinkel an- 
einanderstoBen. Beim Verdunsten der Mutterlauge treten 
Schrumpfungserscheinungen auf; die Grenzen werden dann éfters 
nach auBen konkay. 

Die abgerundeten Ecken kénnen in einigen Fallen sicher 
auf Auflésun gserscheinungen zuriickgefiihrt werden; durch Ver- 
diinnung der Mutterlauge kann man diese Verrundung verstirken. 
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Die Krystalle zeigen oft sehr einfachen Bau (dann ohne 





an Fe optische Anomalien); sie zeigen rhomboidal-4-seitige, 6-seitige 
il: & und 8-seitige Umgrenzung (Fig. 1, 2, 3). Noch Ofter sind sie 
en zu grobzackigen Aggregaten parallel oder subparallel ver- 
ich wachsen. In diesen gréBeren Aggregaten sind optische Ano- 
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malien und Zerfall in einzelne, verzahnt ineinander eingreifends 
Felderteilungen hiufig. Eine bestimmte Verzwillingung konnt, 
nicht erkannt werden. Die Individuen und Aggregate inj 
meist nach der a-Achse (optisch: b) gestreckt. 

Die beobachteten Krystallformen und die Optik sprechey 
fir Zugehérigkeit zum rhombischen System. Pyramidale 
Formen konnten immer nur auf einer Blittchenseite erkany; 
werden; mdglicherweise handelt es sich daher um die pyr. 





Fig. 4. 











midale Klasse. Die pyramidalen Flachen {111} sind sehr 
schmal und nicht iiberall zu beobachten. Sie sind oszillatorisch 
gestreift durch Alternieren mit {110}. 

Vorherrschend ist immer das Pinakoid (oder Pedion) }001': 
daher der tafelige Charakter der Krystalle. Die Flichen | « 
sind iuBerst schmal. Uberall ist das Prisma {110} entwickelt, 
seltener {120!. Das Pinakoid {010} ist hiufiger als das 
Pinakoid {100}, infolge der Streckung nach der a-Achse waltet 
die Kante {001}:{010} in fast allen Aggregaten vor. Spaltbarkeit 
nach {100} und {010! ist deutlich (also rechtwinklig aufeinander- 
stehende Spaltrisse auf den Tafeln nach /001}). 
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iiber die Kombinationen orientieren die Figuren. 

Bei der Kleinheit der Krystalle (das gréBte Aggregat in 
’ Tafelform ma8 in der langsten Dimension 1,2 mm), war es un- 
' ioglich, die Neigung der Pyramidenflachen {111} auch nur 
angenahert zu messen. Es konnte darum nur das Ver- 
' jaltnis a: 4 bestimmt werden. Es berechnet sich (bei 4 = 1) 
aus tang 35°30’ a = 0,71329, also a:b: ¢ = 0,71329: 1:0; 
der zugrunde gelegte Prismenwinkel zwischen (110) und (110) 
. wurde mit 71° als Mittel aus 22 gut iibereinstimmenden Mes- 
- sungen mittels des Theodolitmikroskops gewonnen. 

5 Der mittlere Brechungsexponent ist ungefihr 1,96. Die 
| beobachtete Doppelbrechung ist gering (0,006 angenihert). Die 
 Tnterferenzfarben bei + Nikols sind anomal (violblau, blaugrau 
_ bis zeisiggelb). Es wurde ein ziemlich groBer Achsenwinkel 
: beobachtet, c ist die positive spitze Bisektrix, Achsenebene ist 
| (100), also a=b, b=a, c=. 





Die Durchfiihrung vorstehender Arbeit wurde dadurch 

erméglicht, daB die Notgemeinschaft der Deutschen Wissen- 

' schaft Apparate und Chemikalien, die Rockefeller-Foundation 

'’ wesentliche Geldmittel zur Verfiigung stellte. Fiir die Spenden 
sei auch an dieser Stelle gedankt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXXVIII. 10 














Enzymatische Studien an Milchsdurebakterien. II. 
Von 
Artturi I. Virtanen. 


(Mitteilung aus dem Laboratorium der Butterexportgesellschaft Valio m, b. H.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17, April 1924.) 


In einer vorigen Mitteilung?) tiber dasselbe Thema habe ich 
die Milchsiuregiirung mit Streptococcus lactis untersucht und 
dabei die eventuelle Esterbildung zwischen Zucker und Phosphor- 
siure zu bestimmen versucht. Es wurde sowohl mit Trocken- 
und Acetondauerpriparaten als lebenden Bakterienmassen keine 
Esterbildung gefunden. Auf Grund dieser Versuche wurde die 
Annahme, daf bei der bakteriellen Milchsaiurebildung iiberhaupt 
keine Zymophosphatbildung stattfindet, ausgesprochen. 

Weil die Frage von der Esterbildung zwischen Zucker und 
Phosphorséure fiir das Verstindnis der Giarungsreaktionen 
sehr wichtig ist, habe ich bei fortgesetzten Studien iiber die 
Milchsiuregirung die event. Zymophosphatbildung mit einem 
anderen Milchsiurebakterium, B. casei ¢, untersucht. Diese 
Versuche haben jetzt zu ganz anderen Resultaten, beziiglich 
der Esterbildung gefiihrt. In vorliegender Mitteilung wird 
vorliufig iiber diese Versuche berichtet. 


Das Bakterienmaterial. 


Unser Bakterienstamm von B. casei ¢?) ist ein sehr kraftiger 
Saiurebildner bei etwa 40°. In sterilisierter Milch wird bei 


1) Diese Zs. Bd. 134, S. 300 (1924). 

*) Virtanen, Comm. Phys.-Math. soc. Scient. Fennicae I. 41 
(1923). Die physiologischen Eigenschaften unseres Bakterienstammes 
(B. casei ¢8) sind in dieser Arbeit naiher beschrieben. 
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' 97° in einigen Tagen eine Séiuremenge entsprechend 328 ccm 
- » 10-Saéure per 100 ccm, also etwa 3°/, Saure als Milchsaure 
i perechnet, gebildet. Die entstandene Milchsiure ist inaktiv. 
 Flichtige Siuren, hauptsichlich Essigsiure, werden neben der 
| Milchsiure in einer Menge von 4,5°/, der Totalsiure gebildet. 
| Milchsiure vermag das Bakterium nicht weiter umzusetzen. 
: Charakteristisch fiir B. casei ¢ ist sein Vermégen bei 
 neutraler und schwach saurer Reaktion das Casein direkt ohne 
| Zwischenstufen zu Aminosiuren zu spalten. Wegen dieser 
Kigenschaft sowie auch seiner starken Milchsiurebildung wird 
es bei Herstellung des Emmenthaler Kises als Reinkultur an- 
gewandt und zwar unser Stamm bei finnischen Kasereien. 
g Die Ziichtung der Bakterien in groBem MaBstabe fir 
) | Herstellung des Trockenpraparates geschah in wasserklarer, 
d : sterilisierter Molke. Nach 24stiindigem Stehen bei 40° wurden 
die Bakterien mit groBem Lacta-Separator ausgeschleudert und 
mit Wasser gewaschen. Die Ausbeute war beinahe quantitativ 
und betrug etwa 100 g per 500 Liter Molke. Die grauweiBe 
Bakterienmasse wurde auf T'ontellern in sehr diinnen Schichten 


t g ausgebreitet; sie war lufttrocken nach einigen Stunden (,,Trocken- 
| priiparat“). Weil aus den vorbereitenden Versuchen die starke 
| — Verminderung der Aktivitét durch die Verlingerung der 


_ Trocknungszeit hervorging, wurde besondere Aufmerksamkeit 
, — auf die méglichst schnelle Trocknung der Masse gerichtet. Die 
. — Bakterienzihlung nach Skar in derselben Weise in feuchter 
. [| Bakterienmasse, wie mit Str. lactis, ausgefiihrt!), ergab als 
= Resultat 120 Milliarden Zellen auf 1 g Trockensubstanz. Das 
| — Gewicht der getrockneten Einzelzellen von B. casei «¢ ist also 
53-107! g, der lebenden Zellen mit etwa 80°/, Wasser 
42-10-!° g. Zu bemerken ist, daB die GréBe der Einzelzellen 
im Gegensatz zu Str. lactis schon in demselben Priparate eine 
sehr wechselnde ist. Die Zahlung der Einzelzellen in langen 
Ketten bietet auch Schwierigkeiten. 

Sowohl das Trockenpraparat als die lebenden Zellen von 
B. casei ¢ enthalten keine Katalase, eine Eigentiimlichkeit, die 
(len eigentlichen Milchsiurebakterien gemeinsam ist. 





') Virtanen, Diese Zs. a. a. O. 
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Versuche tiber Zymophosphatbildung mit B. casei «. 


Die Versuche wurden im grofen und ganzen in derselbey 
Weise wie mit Str. lactis ausgefiithrt. Nur wurden die yoy 
Zeit zu Zeit aus den Versuchsmischungen entnommenen Probey 
zuerst durch ein trocknes Filter filtriert und erst aus dey 
filtrierten Liésungen die genauen Volumen fiir Analyse heraus. 
pipettiert. Die Versuche wurden bei 40° ausgefiihrt. Be; 
allen Versuchen war die Glucosemenge 1 g. Als Protoplasma- 
gift wurde Toluol — lccm per 30ccm Liésung — angewandt. 
p,,-Bestimmungen sind im Beginn der Versuche mit Indicatoren 
ausgefiihrt und nur annahernde. Die durch die wihrend der 
Versuche gebildete Milchsiure verursachte Erhéhung der 
Wasserstoffionenkonzentration wurde nicht bestimmt. 

















Versuch 1. 
23,2 eem 0,55 n. _: Po = etwa 5,5. 2,2 ¢ Trockenpriiparat. 
Zeit Mg,P,O, in 1 ecm Deewiaiennes des Phosphats 
Stunden g dP 
- —_ 0,0627 eee a ad 
9 0,0619 1,3 
24 0,0570 9,1 
36 0,0575 9,0 
Versuch 2. 


27,2 cem 0,54n. Somes. Pu = etwa 6,2. 4,5 8 Eaaeleayety rat. 

















Zeit Me,P, 0, in 1 ccm Ptentuteene des Phosphats 
Stunden 8 0) 
. 0,0611 a 
sh 0,0427 30.1 
- 0,0450 264 
Versuch 3. 


27,2 cem 0,55n. ls Semana Pu = etwa 6,2. 4,5 g ini at. 




















Zeit Mg,P,O, in 1 cem Wavudniiewmnge des Phosphats 
Stunden g I), 
we 0,0624 — 
9 0,0428 31,4 
24 0,0508 18,6 








85 0,0529 15,2 
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Versuch 4. 


97,2 cem 0,54n. Phosphatlésung. py = etwa 6,2. 
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4,5 g Trockenpriparat. 


Die Lésung bis zum Sieden erhitzt. 








Zeit Mg.P,0, in 1 cem_ |Verminderung des Phosphats 
Stunden g PF 
0 0,0622 — 
12 0,0628 oti 
24 0,0627 ame 








In obigen Versuchen, wo etwa 2,6—2,7 Mol PO, gegen 





i Mol Glucose in Anwendung kamen, ist eine deutliche, in 
einigen Versuchen sogar eine starke Verminderung (iiber 30°/,) 
des freien Phosphats zu _ konstatieren. Die Bindung des 
Phosphats blieb im Versuche mit erhitztem Trockenpriparate 
yollstiindig aus. In einigen anderen Versuchen, wo etwa 1,25 Mol 
PO, auf 1 Mol Glucose kamen, war noch etwas stirkere Ver- 
minderung in der Phosphatmenge zu finden, wie aus unten- 
stehenden Versuchen hervorgeht. 


Versuch 5. 
15,.6cem 0,45n. Phosphatlésung. py, = etwa 6,0. 2g Trockenpraparat. 


























Zeit Mg,P,0, in 1 eem |Verminderung des Phosphats 
Stunden g a 
0 0,0500 — 
19 0,0383 23,4 
42 0,0388 22,4 
60 0,0398 20,4 
Versuch 6. 
16,6 cem 0,43n. Phosphatlésung. py = etwa 6,3. 2 g Trockenpriparat. 
Zeit Mg.P,0, in 1 cem | Verminderung des Phosphats 
Stunden g Fo 
0 0,0478 a 
19 0,0295 33,7 
42 0,0449 6,1 








Die Verminderung des freien Phosphats geht ziemlich 
schnell vor. Bei allen obigen Versuchen zeigt die erste Phosphat- 
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bestimmung wihrend des Versuches den niedrigsten Wert fiy 
Phosphat. Bei spiteren Bestimmungen ist die Menge de; 
freien Phosphats schon gréBer. Dieses Verhalten wird dure} 
folgende Versuche klargestellt. 


Versuch 7. 


27,2cem 0,5n. Phosphatlésung. py, = etwa 6,4. 4,5 g Trockenpripara:, 





ee 











Zeit Mg,P,0, Verminderung Glucose 
in 1 cem des Phosphats in 1 ccm 
Stunden g o/, @ 
0 0,0543 _ 0,0410 
9 0,0459 15,5 se 
24 0,0506 6,8 7 
90 0,0556 _ Spur 











Versuch 8. 
27,2cem 0,5n. Phosphatlésung. py =etwa6,4. 4,5 g Trockenpriiparat 








ah is BB coga tool Sie oes ai aie are Rear Sana Reith ne ‘ SERA ORE ae aL PN 

















Zeit Mg,P,0; Verminderung Glucose 
in 1 ecm des Phosphats in 1 ecm 
Stunden g yi A g . 
0 0,0556 _ 0,0402 : 
2,5 0,0492 11,5 0,0262 4 
5,5 0,0412 25,9 0,0124 j 
8,5 0,0438 21,2 0,0103 4 
24,0 0,0502 9,7 0,0038 ; 
43,0 0,0560 — Spur 7 


Diese Versuche zeigen, da das Trockenpriparat vor 
B. casei ¢ im Gegensatz zu Hefen in Gegenwart von T'oluol 
Zucker ziemlich stark vergirt. Die Verminderung des freien 
Phosphats, die in allen unseren Versuchen mit B. casei ¢ sehr 
bedeutend war, wie aus obigen Versuchen hervorgeht, ist daruu 
nicht so stark, wie mit manchen Heferassen. Bei B. casei « 
wird der gebildete Hexosephosphorsiureester weiter zersetzt. 
DaB die Verminderung der Phosphatmenge sicher auf die 
Bindung des Phosphats an Zucker zuriickzufiihren ist, geht 
aus dem Versuche 8 deutlich hervor. Dieser Versuch zeigt, 
da8 das Phosphat wieder frei wird, in dem MaBe, wie der 
Zucker vergoren wird. Wenn die ganze Zuckermenge ver- 





fiir 
les 


+ 
U 
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3 schwunden ist, ist alles Phosphat wieder frei. Aus dem Ver- 
| suche 8 findet man auch, daB in spiteren Stadien der Girung, 
' wenn die Zuckermenge schon klein ist, die Phosphatverminde- 
’ rung im Vergleich zu der vorhandenen Zuckermenge sehr stark 
' jst. Weil die Reduktionsfaihigkeit des Zymophosphats bei der 
4 iblichen Glucosebestimmung quantitativ nicht festgestellt ist, 
- kann man auf Grund der Zucker- und Phosphatbestimmungen 
Edie Zymophosphatmenge in verschieden Stadien der Girung 


nicht rechnen. 

Unsere Versuche haben also gezeigt, daB bei der Milch- 
siuregirung, hervorgerufen durch B. casei ¢, ein typisches 
Milchsiurebakterium, der Zucker zuerst mit Phosphat ver- 
hunden wird, wie das friher fiir alkoholische Garung von 
Harden und Young konstatiert ist. Die quantitativen Ver- 
hiltnisse werden in einer spiteren Mitteilung behandelt. Die 
in voriger Mitteilung auf Grund der Resultate mit Strepto- 
coccus lactis ausgesprochene Annahme von der prinzipiellen 
Verschiedenheit der bakteriellen Milchsiuregirung und der 
Milchsiurebildung im Muskel scheint nicht mehr stichhaltig 
zu sein. Im Gegensatz haben meine jetzt beschriebenen Ver- 
suche die Esterbildung zwischen Hexose und Phosphorsiure 
auch bei der bakteriellen Milchsiurebildung bewiesen. Wenn 
auch mit manchen Heferassen die Zymophosphatbildung nicht 
zu erweisen ist, obwohl sie sicher bei der alkoholischen Garung 
verliuft, ist es wahrscheinlich, daB die friiheren negativen 
Resultate mit Str. lactis auch auf besondere Eigenschaften 
dieses Bakteriums zuriickzufiihren sind. Die Versuche mit 
einem anderen Str. lactis-Stamm sind im Gange und ich hoffe 
bald iiber die neuen Versuche mit diesem Bakterium eine 
Mitteilung machen zu kénnen. 

Nach den Bestimmungen von Myrbiick im Eulerschen 
Laboratorium enthalten meine Trockenpriparate von Milch- 
siurebakterien (B. casei « und Str. lactis) das fiir das Zustande- 
kommen der alkoholischen Girung notwendige Coenzym in sehr 
groBen Mengen. Auf den Coenzymgehalt der Bakterien ist 
wenigstens zum Teil auch die Zymophosphatbildung bei der 
Milchsiuregirung sehr wahrscheinlich zuriickzufiihren. 
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Kine sehr wichtige Frage, welche durch die obigen Ve. 
suche noch nicht vollstindig beantwortet wird, ist folgende: 
Ist das Coenzym ein ganz notwendiger Faktor fiir die Milch. 
siuregirung, wie das fiir die alkoholische Girung konstatier 
ist oder kann die Milchsiuregirung auch ohne dieses Enzyy 
zustande kommen? Zwar machen die Beobachtungen von Zymo. 
phosphatbildung die erstere Méglichkeit sehr wahrscheinlich, 
direkte Beweise gibt es jedoch nicht. Um das Problem z 
entscheiden, habe ich Versuche mit gewaschenem ‘Trocken. 
praparate von B. casei ¢ — mit Wasser kann man bekannt. 
lich das Coenzym aus der Trockenhefe auswaschen — aus. 
gefiihrt. Diese Versuche, welche jetzt im Gange sind, haben 
noch nicht ganz eindeutige Resultate ergeben. Mit einem 
achtmal mit 40° warmem Wasser gewaschenen T'rockenpriiparate 
wurde jedoch keine Zymophosphatbildung und keine ode 
héchstens unbedeutende Girung gefunden, wie aus folgenden 
Versuche hervorgeht: 


Versuch 10. 


24ccm 0,38 n. Phosphatlésung. py = etwa 6,2. 
4,0 g gewaschenes ‘T'rockenpriparat. 





Zeit Mg,P,0,; in 1 cem Glucose in 1 cem 

















Stunden g g 
0 0,0425 0,0344 
11 0,0429 0,0327 
17 0,0423 0,0300 
36 0,0425 0,0304 


Durch das Waschen ist also das angewandte Trocken- 
praparat inaktiv geworden. Zu beweisen ist noch, daf das 
gewaschene Praparat durch Zusatz von Coenzym wieder aktiv 
wird. Auch muB das Versuchsmaterial noch erweitert werden. 


Zusammenfassung. 


Mit dem Trockenpraparate von B. casei « wurden neue 
Versuche iiber die Zymophosphatbildung bei der bakteriellen 
Milchsiuregirung angestellt. Als Resultat aus diesen Ver- 
suchen wurde eine sichere Bindung des Phosphats an Zucker 











' so daB die friher auf Grund der Versuche mit Streptococcus 
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onstatiert. Die bakterielle Milchsiuregirung und die Milch- 
siurebildung im Muskel verlaufen also in derselben Weise, 


lactis ausgesprochene Annahme von der Verschiedenheit der 

Milchsiiurebildung durch Bakterien und der des Muskels nicht 

mehr stichhaltig ist. i 
Die Anfangsstadien der Milchsiiuregiirung und alkoholi- u 

schen Giirung scheinen dieselben zu sein. Mit gewaschenem 

Trockenpraparat von B. casei ¢ wurde keine nennenswerte 

Giirung und keine Zymophosphatbildung gefunden. DaB das 

Coenzym ein ganz notwendiger Faktor zum Eintritt der Milch- 

siuregiirung ist, haben unsere Versuche sehr wahrscheinlich 

semacht. Weitere Versuche iiber diese Frage sind im Gange. 











Zur Kenntnis des rohrzuckerspaltenden Enzyms 
in Aspergillus flavus. 
Von 


Karl Josephson. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm. 
(Der Redaktion zugegangen am 1. Mai 1924.) 


In der vorstehenden Mitteilung wurden einige Versucle 
iiber das rohrzuckerspaltende Enzym in Penicillium glaucun 
mitgeteilt. Beziiglich den Aciditaitsbedingungen fiir die Enzyn- 
wirkung dieser Saccharase wurde gefunden, daf die Aktivi- 
tits-p,-Kurve derselben einen anderen Verlauf als der ent- 
sprechenden Kurve fiir die iibrigen bisher in dieser Hinsicht 
studierten Saccharasen, nimlich Hefesaccharase und Darn- 
saccharase, zeigte. Wegen der gefundenen Verschiedenheiten 
der Saccharasen wechselnder Ursprung war es von Interese 
zu untersuchen, wie sich die Saccharasen anderer Mikio- 
organismen in der vorliegenden Hinsicht verhalten. 

Im folgenden werden einige Versuche, besonders iiber die 
Aciditatsbedingungen bei der Spaltung des Rohrzuckers, durci 
die Saccharase in Aspergillus flavus mitgeteilt. 

Die Pilze wurden auf einem Nihrboden, welcher als 
Kohlenstoffquelle teils Kartoffelbrei, teils Rohrzucker ver- 
schiedener Konzentrationen enthielt, geziichtet. Das Pilz- 
material verdanken wir Frl. N. Wijkman. Hs ist bemerkens- 
wert, daB von dem untersuchten Material die auf Kartoffelbrei 
geziichteten Pilze ein noch etwas starkeres Rohrzuckerspaltungs- 
vermégen besaBen als die auf Rohrzucker geziichteten Pilze. 





Kenntnis des rohrzuckerspaltenden Enzyms in Aspergillus flavus. 





Die folgenden Versuche geben einen Kinblick in die Fahigkeit 
zur Spaltung des Rohrzuckers bei den vorliegenden Pilzen. 
Die Inversionsmischungen hatten die Zusammensetzung: 
4,8 g Rohrzucker, 


10 
20 
20 


ccm 4°/,ige Phosphatlésung (p,, = 4,3), 


»  destilliertes Wasser, 
» Pilzaufschlammung. 


Beim Versuch 1 waren die Pilze auf Kartoffelbrei ge- 


ziichtet. 


: Das Trockengewicht der beim Inversionsversuch an- 
| gewandten Pilzaufschlimmung betrug 0,568 g. Beim Versuch 2 












































Vv srsuch ; 2 " ik. 104 
; Minuten Drehung k +104 
Nr. 0 Mittel 
eee. 0 2.65 
870 1,20 2,58 2.40) 
2400 0,12 2.29 
2 0 2,70 st 
300 2,37 1,38 
1380 1,38 1,41 1,42 
1860 1,00 1,47 
100 ees Oe ‘a £. ae: | | a 
A a } ba wT tee | 
< a Ns | 
90% SOx — 
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waren dagegen die Pilze auf Rohrzucker geziichtet. Dx 
Trockengewicht der Pilzaufschlimmung betrug diesmal 0,584 2 

Die Fahigkeit zur Spaltung des Rohrzuckers ist allerding 
nur schwach und die Untersuchung der Saccharase in diese; 
Pilzen wird deshalb wegen der langen Versuchszeiten und di 
zu jedem Inversionsversuch nétigen ziemlich groBen Mengen Pilz 
erschwert. Es wurden deshalb nur einige orientierende Ve. 
suche zur Feststellung der Aciditiitskurve ausgefiihrt. Dj: 
Versuchsergebnisse gehen aus der folgenden Tabelle und de 
vorstehenden Kurvenzeichnung hervor. 





emma, 




















ee ae ee 


Versuch a Drehung k+ 104 p Relative Inversion:. 
Nr. ‘ H geschwindigkeit 
3 0 2,70 — 3,48 
300 2,38 _ on a 
1380 1,65 1,00 ” 
1860 1,36 1,07 8,65 
4 0 2,70 — 4,30 
9 rete eae 
300 2,37 ie 
1380 1,38 1,41 — 
1860 1,00 1,47 4,29 
5 0 2,70 _ 5,91 
300 2,38 -_ _ - 
1380 1,45 1,32 — 
1860 1,11 1,34 5,85 
6 0 2,70 - 6,49 
300 2,38 sn _ < 
1380 1,60 1,13 - 
1860 1,25 1,18 6,45 
7 0 2,70 — 7,43 
300 2,50 — _ - 
1380 2,02 0,65 — 
1860 1,85 0,62 7,35 
Bei dieser Saccharase zeigen die nach der Formel fir} 


monomolekulare Reaktionen berechneten Inversionskoeffizienten . 
eine gute Konstanz im Gegensatz zu der in der vorstehende1 § 


Mitteilung niaiher besprochenen Saccharase 


in Penicillium 
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Das iglaucum. Beziiglich der Kinetik zeigen also diese beiden 













84 » MB Saccharasen nicht Ubereinstimmung. Beziiglich dem Verlauf 
lings der Acidititskurven zeigen auch die Saccharasen in Penicillium 
iesey [eglaucum und Aspergillus flavus Verschiedenheiten. Die opti- 
| die female Zone ist bei der ersteren viel breiter als bei der letzteren. 


‘Die Aciditiitskurve fiir die Spaltung des Rohrzuckers durch 
Aspergillus flavus liegt sowohl im alkalischen wie im sauren 
'Gebiet zwischen den beiden Aciditatskurven fiir Hefe-Saccharase 
bund Penicillium-Saccharase. 


fiir Ff 
nten & 
den fF 
ivn & 











Uber den Abbau 
der Kohlehydrate im quergestreiften Muskel. 


4. Mitteilung. 


Beitrag zur Biochemie der «- und /-Glucose. 
von 
Fritz Laquer und Karl Griebel. 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitaét Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Mai 1924.) 


In drei vorangehenden Untersuchungen konnte gezeigt 3 
werden), da® die Milchsiiurebildung im Brei von Kaltbliiter- F 
muskeln durch von auBen zugesetzte Kohlehydrate gesteigert J 
werden kann. Hierbei zeigte Glykogen nicht nur quantitatiy [ 
stets ein stiirkeres Milchsiurebildungsvermiégen, als alle iibrigen | 
untersuchten Zucker, sondern es konnte auch noch vom Muskel 
unter solchen Versuchsbedingungen zu Milchsiure abgebaut | 
werden, die bei anderen Zuckern, vor allem beim Trauben- | 
zucker, eine Milchsaurebildung nicht mehr méglich machten. | 


Diese Befunde wurden so gedeutet, daf beim Abbau des | 
Gclykogens ein reaktionsfihiges Kohlehydrat entsteht, das vom | 
Muskel besonders leicht zu Milchsiure aufgespalten wird. Die | 
Versuche der chemischen Natur dieser ,,Reaktionsform“, die 
mit gewédhnlichem Traubenzucker nicht identisch ist, niaher 
zu kommen, fiihrten zunichst nicht zum Ziel. Wenigstens 
lieB sich weder aus Maltose, Sorbose, Glucose, Fructose, 





1) F, Laquer, Diese Zs. Bd. 116, 8. 169 (1921); Bd. 122, S. 26 (1922); | 
F. Laquer u. P. Meyer, Diese Zs. Bd. 124, S. 211 (1923). 























es erzielen. Auch die sogenannte 
ys omaltose, d.h. die bei der Kinwirkung von Diastase oder 


| Siuren auf Stiirke bzw. Glucose entstehende unvergiirbare 
' Kohlehydratfraktion, deren einheitliche Natur iibrigens noch 





fF 
| Versuchen als unwirksam. Nur pflanzliche Stirke, sowie Hefe- 
hexosephosphorsiiure zeigten ein dem Glykogen entsprechendes 
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‘Mannose, Galaktose, Saccharose, Diamylose, Tetramylose, Inulin, 
Fnoch aus Substanzen, die beim Résten von Zuckern entstehen, 


den sogenannten ,,Karamosen“, ein dem Glykogen gleichwertiges 


immer sehr zweifelhaft ist, erwies sich in nicht veréffentlichten 


¥ ge 


4 Vv erhalten. 


Inzwischen sind einige Arbeiten erschienen, die dafiir 


i ; + sprechen, daB die beiden optisch verschiedenen Modifikationen 
B aes Traubenzuckers, die beim Auflésen frischer Glucose ent- 


oe 


See, 


SERS 


' stehende, stark drehende (@? = (ca.)+ 110°) «-Glucose, und 
die beim Umkrystallisieren aus Pyridin leicht zu erhaltende 
i schwach drehende (a? = (ca.) + 20°) 8-Glucose sich auch bio- 
i logisch verschieden verhalten. 

4 





Zunichst zog Hamburger’) aus seinen Permeabilitats- 





_ | I studien an der kiinstlich durchstrémten Niere den SchluB, daB 
sl | von der Galaktose, die ebenfalls in der a@- und f-Form vor- 
i ; ‘kommt, die oo Mn aliadion vom Glomerulusepithel zuriick- 
val 2 sehalten, die £-Modifikation durchgelassen werde. 
skel Willstatter und Sobotka?) fanden, daf aus einem Ge- 
aut | Sch von @- und f-Glucose, also dem gewdhnlichen Trauben- 
‘en. zucker, ¢-Glucose besonders im Anfang der Girung wesentlich 
“a ‘schneller vergoren wird, als 8-Glucose. Ferner ist nach den 
Untersuchungen von Willstitter und Kuhn‘) die Hemmung 
des 4 mancher Enzymwirkungen durch Dextrose ihrem Gehalt an 
ig 4 der niedrig drehenden (-Modifikationen zuzuschreiben. 
Die | Auf die allerdings nicht unwidersprochenen Befunde eng- 
“ ' lischer Autoren, vor allem Hewitt und Pryde, sowie Winter 
. ‘und Smith, die sich ebenfalls mit der Biochemie der ver- 
Se, 








') Hamburger, Biochem. Zs. Bd. 128, S. 185 (1922). 
*) Willstitter u. Sobotka, Diese Zs. Bd. 128, S. 164 (1922). 
*) Willstitter u. Kuhn, Diese Zs. Bd. 127, S. 234 (1923). 
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schiedenen Modifikationen des Traubenzuckers beschiiftigey, 
werden wir am SchluB noch einmal zuriickkommen. 


Diese bereits vorliegenden Befunde Jegten den Gedanke, F- 
nahe, das biologische Verhalten von @- und #-Glucose in de ' 
Muskulatur durch Bestimmung ihres Milchséurebildungsye:. i 
mégens im Skelettmuskelbrei zu untersuchen. 


A. Versuchsanordnung. 


Bei der Anordnung unserer Versuche gingen wir in der | 
gleichen Weise vor, wie in den bereits angefiihrten friiheren > 
Arbeiten. Der fein zerkleinerte Muskelbrei frisch gefangener | 
Sommerfrésche wurde einige Stunden bei 28° in genau neu. ; 











traler Phosphatlésung suspendiert sich selbst tiberlassen, wobei F- 


bekanntlich eine starke Milchsiurebildung auftritt, die durch | 
Kohlehydratzusatz zur Suspensionsfliissigkeit wesentlich ge. 
steigert werden kann. Ein Ansatz wurde ohne Kohlehydrat- 
zusatz untersucht, zu einem zweiten wurde Glykogen hinzv- 3 
gefiigt, bekanntlich der stirkste Milchsiurebildner, wiihrend F 
zu den drei anderen Ansiitzen «Glucose, gewohnlicher Trauben- F 
zucker (als «,8-Glucose bezeichnet), sowie f-Glucose hinzu- f 








gefiigt wurden. Da die beiden Modifikationen des Trauben- F 


zuckers in Lisung sehr unbestiindig sind, und sowohl die starke 
Drehung der «-Glucose, als auch die schwache der #-Glucose fF 
dem normalen Gleichgewicht von 52,5° zustrebt, was eine Er- 
klirung fiir die Mutarotation abgibt, so war es notig, im Ver- f 
lauf der 3—5stiindigen Versuche jede ganze oder halbe Stunde f 
dem Muskelbrei wieder etwas frisch aufgeliste «- oder #-Glu- F 
cose zuzusetzen. Hierbei wurden die Mengen so gewihlt, dab > 
der betreffende Ansatz zum SchluB des Versuches einei f 
Zuckergehalt von 2°/, aufwies, wie er auch in den friiheren | 
Arbeiten immer angewandt worden war. Trotzdem in dieser > 
Weise diese beiden, in waBriger Lisung so unbestindigen |. 
Traubenzuckermodifikationen im Verlauf der Versuche wieder: | 
holt aufgefrischt wurden, glaube ich, da sie nur kurze Zeit | 
in der urspriinglichen Form auf die Muskulatur einwirken | 
konnten, da besonders unter dem Einflu8 der zur Pufferung | 
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4 jotwendigen Phosphatlésung, auch wenn sie genau neutral 
var, sich sehr schnell das e—§-Gleichgewicht wieder einstellte. 





igen, 






nken Die Milchsiurebestimmungen wurden in den nach Schenck 
der F enteiweiBten Filtraten in der frither beschriebenen Weise vor- 
Ver. , genommen. Nur konnte die Atherextraktion diesmal vermieden 
werden, da das im hiesigen Institut ausgearbeitete und von 
3 Hirsch-Kauffmann ver@ffentlichte Verfahren es gestattet, die 
a stirenden Kohlehydrate vorher auszufallen, was die Extraktion 
der Milchsiure mit Ather unnétig macht und eine sehr er- 

der BF anschte Vereinfachung darstellt. 





Pren i 

ener 

_ 7 B. Ergebnisse. 

obei a Die Versuchsergebnisse sind aus der beigegebenen Tabelle 
ch fF ohne weiteres ersichtlich. Die in den Stiiben 3—11 aufgefiihrten 
ge- F Milchsiiurewerte sind in Milligrammen angegeben und beziehen 
rat: PF sich auf 100 g Muskelbrei. Man sieht, daB sie sich in allen 
Zu : Versuchen ausnahmslos in der Reihenfolge 8-Glucose, «,3-Glu- 
end a cose, «-Glucose, Glykogen, anordnen, wobei die ohne Hinzu- 
en» F  fiigung von Kohlehydrat erhaltenen Milchsiurewerte (Stab 3), 
zu- F  offenbar infolge des verschiedenen Glykogengehaltes der ver- 


en- L wandten Muskulatur, recht groBen Schwankungen unterworfen 


i RRR Gag ta asia cy 


rke f waren. Die durch den Zusatz der verschiedenen Kohlehydrate 
se i - bewirkte Steigerung der Milchsiurebildung gegeniiber den ohne 
Kr- a Zuckerzusatz bebriiteten Ansitzen, ist in den Stiben 8—11 
er- f ausgerechnet, woraus noch deutlicher hervorgeht, daB die durch 


nde F i w-Glucose hervorgerufene Steigerung der Milchsdurebildung 
‘lu.  wesentlich gréBer ist, als die durch £-Glucose, wihrend der 
Jab f ~gewdhnliche Tranbenzucker, «, 8-Glucose, in der Mitte steht. Im 
nen § 1 Mittel aller Versuche erzielte 8-Glucose eine Steigerung der Milch- 
ren siiurebildung von 98 mg-°/,, «, 8-Glucose 231 mg-°/,, «-Glucose 
ser f 287 mg-°/, und Glykogen 622 mg-°/,. Allerdings erreicht die 


/o 








zen f durch «Glucose bewirkte Mehrbildung an Milchsiure in keinem 
er-f  Falle die Glykogenwirkung. Nur in Versuch 2 kommt sie 
eit | dicht an den Glykogenwert heran, in allen anderen Versuchen 
en | ~ bleibt sie betriichtlich dahinter zuriick, wie auch aus den ge- 
ing | | mittelten Werten am FuB der Tabelle hervorgeht. 

a Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXX XVIII. 11 
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C. Schlu8folgerungen. 


Aus den geschilderten Versuchen geht demnach heryor. 
daB «-Glucose ein wesentlich stirkerer Milchsiurebildner jgt. 
als #-Glucose. Es ist daher anzunehmen, daB auch im leben. 
den Organismus die «-Modifikation vom Muskel besser yer. 
wertet werden kann, als die #-Modifikation. Wir halten es 
daher fiir sehr méglich, daB beim Abbau des Glykogens in 
Muskel zunichst @-Glucose entsteht, wodurch die Befunde, dag 
auch der Muskelbrei Glykogen so viel leichter in Milchsiiure 
iiberfiihren kann, als alle anderen Zucker, eine Erklirung 
finden. Bei dieser Annahme kénnte es zunichst auffallen, 
daB Glykogen selbst in den obigen Versuchen immer noch 
wesentlich leichter zu Milchsiure aufgespalten werden konnte, 
als die zugesetzte «-Glucose, die nach den soeben entwickelte 
Vorstellungen gerade die nachste Stufe des normalen Glykogen- 
abbaues darstellen soll. Demgegeniiber muB man sich vor 
Augen halten, daB die in den recht rohen Versuchen in vitro 
dem Muskelbrei von aufSen kiinstlich zugesetzte e-Modifikation, 
wie wir bereits betonten, wahrscheinlich nur in den ersten 
Minuten des Versuches voll wirksam war, und sehr bald wieder 
in die weniger wirksame «@, -Modifikation umgelagert wurde. 
Umgekehrt konnte die an sich unwirksame f-Modifikation durch 
teilweise Umlagerung in «, ?-Glucose wirksam werden. 

Wir stellen uns ferner vor, daB die beim Zerfall des 
Glykogens entstehende «-Glucose méglicherweise deswegen s0 
leicht in den Kohlehydratstoffwechsel des Muskels einbezogeu 
werden kann, weil das Vorhandensein der fiir diesen Zucker 
charakteristischen Atomgruppierung Vorbedingung ist fiir eine 
Veresterung mit Phosphorsiure, d. h. fir die Bildung des 
Lactacidogens, aus dem erst im Muskel Milchsiiure und Phos- 
phorsiure nach den bekannten, von Embden entwickelten 
Vorstellungen entsteht. Es diirften demnach sowohl im Gly- 
kogen, wie im Lactacidogen lediglich «-glucosidische Bindungen 
vorhanden sein. 

Wie bereits erwihnt, wird in neuerer Zeit von verschiedenen 
Seiten besonders im Zusammenhang mit der Theorie des 
Diabetes, die Annahme gemacht, da8 auch der Blutzucker in 
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einer von gewohnlicher Glucose verschiedenen Modifikation vor- 
handen sei, bzw. bei seiner biologischen Verwertung in eine 
pesondere Reaktionsform umgewandelt werden miisse. Hewitt 
und Pryde?) glaubten ganz allgemein lebenden Zellen, vor 
allem der Darmschleimhaut, die Fihigkeit zuerkennen zu miissen, 
vewohnlichen Traubenzucker in eine noch durchaus hypo- 
thetische y-Glucose umlagern zu kénnen. Winter und Smith?) 
celangten aus der Untersuchung moglichst schnell aufgearbeiteten 
Blutes zu der Annahme, dai der Blutzucker selbst in einer 
besonderen Reaktionsform, die sie gleichfalls mit der y-Glu- 
cose identifizierten, im Blute kreise. Beide Befunde konnten 
aber von Nachuntersuchern nicht bestitigt werden. Die Ver- 
suche von Hewitt und Pryde wurden von Stiven und Reid’) 
mit véllig negativem Erfolge nachgepriiit. Die von Winter 
und Smith angegebene Diskrepanz zwischen den Polarisations- 
und Reduktionswerten des ganz frisch untersuchten Blutes 
konnte von Thannhauser und Jenke‘) nicht aufgefunden 
verden. Dagegen fanden die genannten Autoren, daB bei 
intravenéser Injektion von f-Glucose sowohl der Blutzucker- 
spiegel, als auch die Zuckerausscheidung beim Gesunden und 
beim Diabetiker etwas héher liegt, als bei der gleichen In- 
jektion einer gewohnlichen (a, 6)-Glucoselésung. Hieraus ziehen 
sie lediglich den Schluf, da’ y-Glucose nicht die gesuchte 
Reaktionsform sein kénne, weil auf dem Wege zu ihrer end- 
giiltigen Verwertung im Tierkérper f-Glucose legen miisse, die 
aber keineswegs leichter assimilierbar sei, als gewoéhnlicher 
Traubenzucker. Dieser Schlu8 scheint mir nicht zwingend. 
Man kann nichts dariiber aussagen, auf welchem Wege die 
y-Glucose, von der man nicht einmal sicher wei, ob sie als 
chemischer K6rper existiert, geschweige denn, ob sie im 
Organismus vorkommt, mdglicherweise im Tierkérper abgebaut 
wird. Es erscheint mir daher ganz willkiirlich, gerade die 





1) Hewitt u. Pryde, Biochem. Jl. Bd. 14, S. 395 (1920). 

*) Winter u. Smith, Jl. of Physiol. Bd. 57, S. 100 (1922). 

5) Stiven u. Reid, Biochem. Jl. Bd. 17, S. 356 (1923). 

4) Thannhanser u. Jenke, Minch. med. Wochenschr. Bd. 71, 
8. 196 (1924). 
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s-Glucose als ihr nachstes intermediires Umwandlungsprodukt 
anzunehmen, wie das allerdings auch Winter und Smith tun. 
Diese ganze Frage ist zurzeit noch mehr als hypothetisch. 

Dagegen stimmen die Ergebnisse von Thannhauser und 
Jenke gut mit unseren Befunden iiberein, die bereits auf der 
Tagung der deutschen Physiologischen Gesellschaft in Tiibingen 
am 7. September 1923 kurz mitgeteilt wurden'), was den ge- 
nannten Autoren offenbar nicht bekannt war. Denn auch in 
ihren Versuchen war f-Glucose im Organismus schwerer ver- 
wertbar als der gewoéhnliche Traubenzucker. Ob nun auch, 
in weiterer Ubereinstimmung mit unseren Versuchen, «-Glu- 
cose bei intravendéser Injektion leichter assimilierbar ist, als 
vewOhnlicher Traubenzucker, wire noch festzustellen. Der- 
artige Versuche sind in Angriff genommen. 

Die Frage nach der ,,Reaktionsform“ der Kohlehydrate 
und nach der Glucosemodifikation, in der unter normalen, 
sowie unter pathologischen Zustinden der Blutzucker in vivo 
kreist, ist fiir den Augenblick sicher noch véllig unentschieden. 
Nach den oben geschilderten Untersuchungen iiber die Milch- 
siurebildung im Muskelbrei aus den verschiedenen Formen 
des Traubenzuckers glauben wir jedoch annehmen zu kénnen, 
daB die oder eine der Reaktionsformen der Kohlehydrate mit 
¢-Glucose identisch ist, oder ihr nahe steht. 





Zusammenfassung. 


1. Die Milchsiurebildung im Froschmuskelbrei wird durch 
v-Glucose stirker gesteigert, als durch #-Glucose, wihrend 
eine gewodhnliche Traubenzuckerlisung (a,f-Glucose) in der 
Mitte zwischen beiden steht. 

2. Es wird angenommen, daB a-Glucose die, oder eine 
der Reaktionsformen der Kohlehydrate ist, oder ihr sehr 
nahe steht. 


1) F. Laquer, Ber. iiber die ges. Physiol. Bd. 22, 8. 496 (1924). 
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2. Mitteilung. 
Uber Pflanzensauren aus Glaucium und iber dessen 
Blitenfarbstoffe. 
Von 
Hans Schmalfuss und Karl Keitel. 


Mit 2 Figuren im Text und 2 Tafeln. 





(Aus dem Chemischen Staatsinstitut Hamburg, Universitat.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Mai 1924.) 


Im vorigen Jahre teilte der eine von uns*) mit, daB er im 
Verein mit Hans Rundshagen folgende Siuren aus”) Glaucium 
luteum Scop. (nach der Veresterungsmethode) gewann: Citronen- 
siure, Milchsiiure, Essigsiure, Bernsteinsiiure, Fumarsiiure, Apfel- 
siure, Anhydroapfelsiure, Dioxy-(2,3)-buten-(2)-disiure-(1,4),*| 
Ameisensiiure und Oxalsiure. Die einzelnen Saiuren wurden, 
mit Ausnahme der Ameisensiure, die nur in Spuren vor- 
handen war, durch die Elementaranalyse identifiziert. Trotzdem 
hielten wir es fiir richtig, auch noch auf zwei ganz anderen 
Wegen die Befunde zu stiitzen. 

Wir beschiaftigten uns deshalb mit den mikroanalytischen 
Methoden und arbeiteten auSerdem einen qualitativen Trennungs- 
gang aus. 

Mit Hilfe der weiter unten mitgeteilten Methoden be- 
stitigten wir, wie spiter a. a. O. ausfiihrlich geschildert werden 
wird, die Ergebnisse der friiheren Glauciumuntersuchung von 





1) Hans Schmalfuss, Diese Zs. Bd. 131, 8. 166 (1928). 

*) Nicht in Glaucium, da schon das Auspressen der Pflanzen 
empfindliche Stoffe verindern kann. 

8) Die Siure wird durch die Peroxyde des Athers und durch Er- 
hitzen leicht zerstért. 
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H. Schmalfuss und H. Rundshagen, mit Ausnahme der 
Anhydroapfelsiure, die wir nicht wieder beriicksichtigten. Die 
Menge der gefundenen Ameisensiiure war dieses Mal gréBer, 
die der Milchsiure kleiner als in der friiheren Untersuchung. 
Die drei verschiedenen untersuchten Entwicklungsstadien von 
Glaucium luteum Scop.) unterschieden sich qualitativ im Sauren- 
gehalt nicht, ebensowenig Wurzel und Spro’. Nur die 
Dioxy-(2,3)-buten-(2)-disiiure-(1,4) wurde bisher ausschlieBlich im 
SproB gefunden. Doch soll nach ihr in den Wurzeln noch 
weiter gesucht werden. 

Im Siiurengemisch aus Glaucium war Maleinsiiure auch 
mit dem von uns verfeinerten Nachweis nicht aufzufinden. 

AuBer den angegebenen Siiuren lieB sich noch eine 
sréBere Menge saurer Substanz isolieren, die noch untersucht 
werden soll. 

Im Verlauf der Vorarbeiten fanden wir einen neuen Mikro- 
nachweis fir die Dioxy-(2,3)-buten-(2)-disiiure-(1, 4). 

Dann priiften wir die uns bekannten Mikronachweise fiir 
die anderen Siiuren auf ihre Brauchbarkeit. Die Mehrzahl 
der Nachweise muBte verworfen werden. Unter den brauch- 
baren suchten wir die besten heraus. Doch waren auch diese 
in der bisherigen Form fiir unsere Zwecke teils nicht empfind- 
lich genug, teils nicht genau genug beschrieben. Wir erkannten 
die Siuren nur dann sicher, wenn wir folgende Bedingungen 
genau innehielten. 


Allgemeine Vorbemerkung. 


Die verwandten Mengen fester Sauren oder fester Salze 
sollen zweckmiBig etwa */,, mg, die Mikrotropfen etwa 10 mg 
wiegen. 

Die Mikroflamme (Sparflamme des Bunsenbrenners) wird 
mit Hilfe der Schubleere 15 mm hoch und 6 mm breit 
elngestellt. 


1) Das erste Stadium war 10cm hoch; das zweite 20cm; das dritte, 
auch einjéihrig, 30cm. Vom Spro8 wurden jeweils etwa 3'/, Liter PreB- 
saft untersucht, von der Wurzel wenige Kubikzentimeter bis etwa 
1*/, Liter. 
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Der Tiegeldeckel soll wei8 sein und etwa 2,0 mm Wand. 
stiirke bei etwa 3 cm Radius haben. Die Reaktionen werdey 
auf der Oberseite des Deckels ausgefiihrt. Von der Unterseite 
her kann mit Wasser schnell gekihlt werden. Die Farhey 
heben sich von dem Deckel besonders gut ab. 


Mikronachweise. 


1. Citronensaiure: E. P. Haussler, Chem.-Ztg. Bd. 3s, 
S. 937 (1914); Chem. Zbl. 19141], 8. 734. 

In ein Uhrglas bringt man Citronensiiure (!/,, mg, siche 
Vorbemerkung) oder Citrat und 2 mg Vanillin. Dann fiigt man, 
ohne zu mischen, einen Mikrotropfen konzentrierter Schwetel- 
siiure hinzu. Nun setzt man das Uhrglas fiir 10 Min. auf ein 
Becherglas mit kochendem Wasser. Nach 38 Min. ist das 
Gemisch teilweise braunviolett. 7 Min. spiiter zeigt es, gegen 
das Licht gehalten, einen violetten Farbton. Lait man nun 
erkalten und setzt 3 Mikrotropfen Wasser hinzu, so verwandelt 
sich die Farbe in Grin. Fiigt man jetzt 7 Mikrotropfen 
Ammoniak hinzu, so entsteht ein Rostrot. 

Die blinde Probe bleibt gelb. 

2. Milchsiure: H. Brauer, Chem.-Ztg. Bd. 44, S. 494 
(1920), Chem. Zbl. 19201V, S. 336 und H. Kreis, Chem.-Zig. 
Bd. 44, S. 615 (1920). 

Kine stecknadelkopfgroBe Menge (1/, mg) destillierten ge- 
pulverten Resorcins wird mit einem Mikrotropfen Milchsiure 
auf dem Tiegeldeckel unmittelbar iiber der Mikroflamme bis 
zur beginnenden Dampfbildung (etwa 5 Sek.) erhitzt. Jetzt 
laBt man 5 Min. stehen und setzt dann einen Mikrotroptfen 
konzentrierter Schwefelsiure hinzu. Nach 3 Sek. langem Er- 
hitzen, unmittelbar tiber der Mikroflamme, wartet man wiederum 
§ Min. Nun wird in Abstiinden von je 20 Sek. je 2 Sek. lang 
nochmals erhitzt. Dann nimmt zunichst ein noch schwaches 
Griin gewisser Stellen des Mikrotropfens ein wenig zu. Spiter 
entsteht unter Gasentwicklung ein tiefes Braunrot. 

Die blinde Probe bleibt schwach rétlich oder bliulich. 

3. Apfelsiure: L. Rosenthaler, Chem.-Ztg. Bd. 36, 
S. 8380 (1912); Chem. Zbl. 1912 II, S. 754. 
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Man lést 50mg Diazobenzol-sulfosiure in 1 ccm 40 °/, iger 
Kalilauge. Von dieser frischen Lésung bringt man 1 Mikro- 
tropfen auf einen Tiegeldeckel und labt ein Kérnchen Apfel- 
siure hineinfallen. Dann umgibt sich das Kérnchen mit einem 


charakteristischen schmalen, rotbraunen Ring. 


Die blinde Probe bleibt gelblich. 
4, Ameisensiure: F. Krauss und H. Tampke, Chem.- 


| Ztg. Bd. 45, S. 521 (1921); Chem. Zbl. 1921 IV, 8S. 319. 


Aus schwefelsaurer Lésung wird das Saiurengemisch aus- 


 geschacherlt.’) Dann wird die Ameisenséure aus dem Ather- 


rickstand durch eine Vakuumwasserdampfdestillation in Kali- 
lauge iibergetrieben.') Die Kaliumformiatlésung wird iiber 
treier Flamme eingedampft und das Salz durch vorsichtiges 
Schmelzen entwiissert. Dann wird etwa darin enthaltenes 
Kaliumacetat mit vollig absolutem Alkohol ausgewaschen. 

a) Nachweis fir ungefirbtes Kaliumformiat: 
KF. Krauss und H. Tampke, Chem.-Ztg. Bd. 45, 8.521 (1921). 

10mg Kaliumsalz oder !/,, mg freier Ameisensiure werden 


/10 
mit emem Mikrotropfen konzentrierter Schwefelsiure auf dem 


Tiegeldeckel mittels eines geschlossenen Schmelzpunktréhrchens 
 yerriihrt. Einige hineingestreute Resorcinkrystillchen je von 


der GréBe eines halben Stecknadelkopfes (?/, mg) farben sich 
beim héchstens(!) 2 Sek. langen Erhitzen in der Mikroflamme, 
das nach 10 Sek. noch einmal wiederholt wird, leuchtend 
orangerot. 

Die blinde Probe wird nur schwach ritlich. Diese 
Farbe kann mit dem leuchtenden Orange nicht verwechselt 
werden. 

b) Nachweis fiir gefiirbtes Kaliumsalz: H. Fenton 
und H. Sisson, Proc. Cambridge Philos. Soc. Bd. 14, 8. 385 
1908); Chem. Zbl. 19081, S. 1879. 

Vorbereitung: 10 mg Kaliumformiat werden im 5 ccm 
destillierten Wassers kalt gelést. Dann klemmt man 0,5 g 
spiralig und federnd aufgerolltes Magnesiumband mit Hilfe 
eines Glasstabes am Grunde des Reagenzglases in der Lisung 





‘) Siehe weiter unten die Abbildungen. 
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fest.1) Alle 5 Sek. soll 1 Tropfen 16°/,iger Salzsiure ays 
einer Biirette bis zum Aufhéren der Gasentwicklung hinzy. 
flieBen. Hierdurch wird die Ameisensiure zu Formaldehyd 
reduziert. Von der Lésung werden 2 ccm abdestilliert und fiiy 
die nun folgende eigentliche Reaktion bereit gehalten als 
Reduktionsdestillat. 

Kigentliche Reaktion: 100 ccm reinster Salzsiure (spez, 
Gew. 1,237) werden mit nur 1 Mikrotropfen 20°/,iger Lisen- 
chloridlésung versetzt. 5 ccm dieser Salzsiure werden aut. 
gekocht. Unmittelbar darauf wird 1 ccm einer Kiweiflésung’ 
zugesetzt. Jetzt wird 1 ccm des Reduktionsdestillats (siehe 
Vorbereitung!) hinzugefiigt und langsam wieder bis zum Sieden 
erhitzt. Sich vertiefende Violettfirbung zeigt Ameisensiiure an. 

Die blinde Probe bleibt gelblich. 

5. Oxalsiure: Lewis Chernoff, Journ. Chem. Soc. Bd. 42, 
S. 1784 (1920); Chem. Zbl. 1921 II, 8S. 57. 

1 mg Oxalsiure oder 10 mg Oxalat und 2 mg Resorcin 
werden auf dem Tiegeldeckel iiber der Mikroflamme vorsichtig 
und sorgfaltig zusammengeschmolzen. Nach dem Abkiihlen 
l4Bt man 1 Mikrotropfen konzentrierter Schwefelsiure von der 
Seite her zuflieBen. Beim mehrfachen, jeweils 20 Sek. lang 
unterbrochenen, vorsichtigen je 3 Sek. langen Erwirmen ent- 
steht ein Dunkelblau, dann ein Griin. Beim Abkihlen wird 
der Fleck gelblich, beim Erwirmen kehrt das Griin ver- 
stirkt zuriick. 

Die blinde Probe bleibt schwach rotlich oder bliwulich. 

6. Weinséiure: F. Krauss und H. Tampke, Chem.-Zig. 
Bd. 45, S. 521 (1921); Chem. Zbl. 1921 IV, S. 319. 

1 Mikrotropfen konzentrierter Schwefelsiiure wird mit einem 
Resorcinkrystall von der GréBe eines halben Stecknadelkopfes 
(1/, mg) auf dem Tiegeldeckel erhitzt, bis das Resorcin den 
Tropfen rétlich oder blaulich farbt. Dann wird ein Staubchen 





1) H. Fincke, Biochem. Zs. Bd. 51, 8. 259 (1913). 

*) Die Lésung enthalt das WeiBe eines Hiihnereis in 200 ccm 
Wasser. Sie bleibt, unter Toluol aufbewahrt, monatelang brauchbar. 
Das bei der Reaktion entstehende Violett ist intensiver und bestindiger 
ais das der bisher verwandten Milch. 
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Weinsiure oder Tartrat hineingegeben. MiaBiges Erhitzen in 
‘der Mikroflamme ergibt ein tiefes Violett. 


Die blinde Probe bleibt rétlich oder blaulich. Diese 


| Farbe kann nicht mit dem tiefen Violett verwechselt werden. 


7. Dioxymaleinsiure: Fiir die Dioxymaleinsiure fanden 


' wir folgenden Mikronachweis: 


Vorbereitung: 1 mg Dioxymaleinsaure wird in 1 ccm Wasser 


| bei héchstens 39° gelést: Dioxymaleinsadurelésung. 


Kigentliche Reaktion: Auf einem Tiegeldeckel wird 1 Mikro- 


‘tropfen 5°/,iger Mercuronitratlésung bis zur Dampfbildung 
| ber der Mikroflamme erhitzt. Dann wird sofort ein Mikro- 
' tropfen der Dioxymaleinsaiurelésung (= 1/,,, mg Saiure oder 
' ein Stiitubchen fester Siure oder Salz) darauf gegeben: Hs 
entsteht sofort ein schwarzer Fleck. 


Die blinde Probe bleibt farblos. 
Formaldehyd gibt die Reaktion nicht. Doch kénnten andere, 


| stark reduzierende Substanzen sie vielleicht auch geben. Alkali 
' darf nicht zugegen sein. 


Um die angegebenen Mikroreaktionen zu erlernen, empfiehlt 


; es sich, jeweils Probe und Gegenprobe mit reinen Substanzen 
einige Male durchzufiihren. 


In erhéhtem Ma8e gilt dies fiir den nun folgenden zweiten 


Abschnitt der Arbeit, den qualitativen Trennungsgang der 
_ untersuchten Sauren. 





Trennungsgang (qualitativ). 


Die Séuren (von jeder etwa 0,3 g) werden zunichst aus 


einer Lésung, die etwa 20°/, an Schwefelsiure enthalt, in 
| 10 Stunden ausgeschacherlt. Dann wird der Ather verdampft. 
_ Die zuriickbleibenden Siiuren werden nach dem Gesamttrennungs- 
1 gang weiter behandelt: 


Der Nachweis der Maleinsiure als maleinsaures Barium 


: wurde durch die richtige Wahl der Bedingungen so verfeinert, 
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daf noch 0,05 g Maleinsiiure neben etwa gleichen Mengen de 
iibrigen Siiuren nachgewiesen werden kinnen (siehe Tafel |, 


Anhang. 

Fiir unsere Zwecke verbesserten wir 2 Apparaturen (sich: 
Abbildungen): 

1. Wir benutzten eine Vakuumdestillationsapparatuy, 
die es gestattet, die Destillation von Siuren quantitatiy 
vertolgen. Sie ist auch fiir die Wasserdampfdestillation yo, 
Sauren brauchbar. (Fig. 1.) 




















Die aus dem Kolben & iiberdestillierende Siure wird im Kihler 

kondensiert und in der Vorlage v durch die n/z-Lauge der Biirette | 

titriert. w ist mit Phenolphthalein und einer Spur Kalilauge gerdtetes 

Wasser. ‘Titriert wird auf Rot. Der Hahn / kann zur Unterbrechuy 

der Destillation gedffnet werden. In /& ist eine mit Thermometer ver- 

sehene Siedecapillare s. Das Volumen in & kann mit Hilfe des Wasser: 
im Trichter ¢ konstant gehalten werden. 


Dieses Prinzip wird bei anderer Gelegenheit auch au 
das quantitative Verfolgen des Ausschacherlns iibertragen 
werden. 

2. Wir verbesserten den ,,Riihrschacher]“!), so dab 
beliebig groBe GefaiBe, am besten mit gleicher Halsweite, ver- 
wendet werden kénnen. (Fig. 2.) 


—_— > oo pe = 


‘) Patentklasse 12c, 1A 38281, Dr. Hans Appuhn, Dr. Kur! 
Briigmann, Dr. Andreas Nielsen (urspriingliche Ausfihrung). 
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Figur 2 





a) stellt die tibliche Ausfiihrung des Apparates dar; b) die Verbesserung. 

Der Ather soll nicht aus dem Kiihler abtropfen, sondern am Riihrer r 

bis in den Becher 6 hinunterlaufen. Um soviel, wie der gréBte Kolben A 

den kleinsten / iiberragt, ist auch das Gehiiuse g und der Riihrer r 

linger als bei der alten Konstruktion. Der Riihrer 7 wird im Bedarfs- 
fall nach oben herausgezogen. 





Uber Porphyrinbildung aus ,,Kohlendioxydblut*. 
(Vorlaufige Mitteilung.) 


Von 


P, List. 





{Aus dem Allgemeinen Krankenhause Hamburg-Eppendorf (Chem. Labor. Prof. Schumm i 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Mai 1924.) 


In meiner Abhandlung ,,Uber Porphyrinbildung aus 
Schwefelhimoglobin“*) wurde erliutert, daB sich aus mit 
Schwefelwasserstoff behandeltem Blut nach dem Versetzen mit 
Salzsiure ein porphyrinartiger Farbstoff bildet. Danach habe 
ich entsprechende Versuche an Blut ausgefiihrt, das mit 
Kohlendioxyd gesittigt war. Dabei entstand ein porphyrin. 
artiger Farbstoff, der in bezug auf sein spektrometrisches Ver. 
halten und seine Léslichkeit in Chloroform zwei Komponenten 
unterscheiden lieB. Am auffalligsten zeigte sich die spektro- 
metrische Verschiedenheit dieser beiden Komponenten in dem 
sogenannten Porphyrin-Saure-Spektrum. In 25°/,iger Salz. 
siure liegen die Absorptionsstreifen des einen Farbstoffes bei: 
I. uu 602, ITT. 557, und die des anderen bei: I. 598, III. 553, 
Der erste lieB sich aus der salzsauren Liésung mit Chloro- 
form?) extrahieren, der andere nicht. Die Mengenverhiltnisse, 
in denen beide nebeneinander auftreten, sind sehr verschieden, 
und andererseits scheint eine leichte Umwandlungsméglichkeit 
des mit Chloroform nicht extrahierbaren Farbstoffes in den 
mit Chloroform extrahierbaren zu bestehen. 

Es gelingt meistens nicht, in der nach dem Einleiten vou 
Kohlendioxyd und Zusatz von Salzséure erhaltenen Lésung 





1) P, List, Uber Porphyrinbildung am Schwefelhimoglobin, Diese [ 


Zs. Bd. 135, 8S. 95 (1924). 
*) Vgl. iibrigens die ,, Bemerkung von O. Schumm u. A. Papen: 
dieck, Diese Zs. Bd. 137, S. 103 (1924). 
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: peide Farbstoffe nebeneinander spektrometrisch nachzuweisen. 
‘ Das Spektrum ist meistens zugunsten des in der gréBeren 
: Menge vorhandenen Anteils verschoben. Wohl erscheinen die 
; Absorptionsstreifen im Spektrum der urspriinglichen salzsauren 
’ Lisung haufig verbreitert, aber man hat fast immer beim 
| oberfliichlichen Beobachten den Eindruck eines einheitlichen 
’ Porphyrin-Siiure-Spektrums. Erst nach der Trennung durch 
: Chloroformextraktion 1i6t sich das spektrometrische Verhalten 
_ der beiden Komponenten gesondert beobachten. 


Die Farbe der urspriinglichen salzsauren Lésung scheint 


- yon dem Mengenverhiltnis der beiden Farbstoffe abhingig zu 
: sein. Der bei der Extraktion nicht ins Chloroform gehende Teil 
' gibt der Lisung ein weinrotes Aussehen, wihrend beim Uber- 
] schuB des anderen Anteils die Farbe mehr grinlichrot ist. 


Bringt man nach dem Versetzen des CO,-Blutes mit 


q Salzsiure das Gemisch der porphyrinartigen Farbstoffe in 
: Ather, was durch Neutralisieren der urspriinglichen Lésung 
© mit Soda, Ansiiuern mit Essigsiure und darauf folgendes Ver- 
’ mischen mit Ather gelingt, so zeigt die gewaschene itherische 
3 Lésung ein Mischspektrum, das als Doppelspektrum zweier 
4 Porphyrine in Ather gedeutet werden kann. Die deutlich 
3 meBbaren Streifen liegen folgendermaBen: I a. 632, 1. 624, 
: Il. zwei stirkere Maxima bei 5761/, und 571'/,, ILL. Mitte 
| 533 und IV, Mitte etwa 499. 


Wahrend es leicht ist, den bei der Chloroformextraktion 
in das Chloroform gehenden Anteil weiter fiir sich als schein- 
bar einheitlichen Kérper auch in anderen Liésungsmitteln zu 
beobachten, ist dieses bei dem in der salzsauren Lésung 


_ auriickbleibenden Anteil mit Schwierigkeiten verbunden. Wohl 
i ist letzterer in der urspriinglichen salzsauren Lésung nach 


gentigender Chloroformextraktion spektrometrisch ziemlich ein- 
deutig bestimmbar. Um ihn in andere Lésungsmittel zu 
bringen, mu8 man erfahrungsgemaB einen Umweg einschlagen, 
bei dem der Korper anscheinend eine Verinderung erleidet. 
Man neutralisiert zunichst die salzsaure Lisung mit Soda, 
siiuert wieder mit Essigsiure an, fiigt Ather im Uberschuf8 
hingu, befreit die itherische Lisung durch  griindliches 
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Waschen mit Wasser modglichst gut von EHssigsiure yp 
dampft die itherische Lésung ein, um den Riickstand mj 
einem gewiinschten Lésungsmittel aufzunehmen. Hierbei ha 
sich nun herausgestellt, daB sich der Kérper anscheinend 
wieder in den durch Chloroformextraktion in das Chloroform 
iiberfiihrbaren Kérper verwandelt. Tatsichlich lést sich der 
Riickstand nun spielend leicht in Chloroform, zeigt in 25°... 
iger Salzsiure aufgenommen das Porphyrin-Saéure-Spektrum 
mit der Lage der Streifen: I. 602, III. 557, und gibt bein 
»Verestern® mit salzsiurehaltigem Methylalkohol einen in 
Chloroform léslichen Kérper, dessen Absorptionspektrum sicl 
nicht unterscheidet von dem des anderen Farbstoffes, der 
anfinglich durch Chloroformextraktion aus der urspriinglichen 
salzsauren Lésung abgetrennt worden ist. Das ,,Esterspektrum* 
in Chloroform hat die Lage: I. 6281/,, Ia. (sehr schwach’ 
603, IL. 5774/,, III. 541°/,, IV. 507. 

Das bei der Chloroformextraktion aus der salzsauren 
Lésung ins Chloroform iiberfiihrbare ,,Porphyrin“ verhielt sich 
bei den von mir angestellten Proben ebenso wie das aus 
Schwefelhimoglobin durch Versetzen mit Salzsiure entstehende 
»Porphyrin“. Sie zeigen beide iibereinstimmende Spektra in 
25°/,iger Salzsiiure, in Ather, in Chloroform und in n/10- 
Kalilauge. Auch die Spektra ihrer in Chloroform gelésten 
Veresterungsprodukte sind einander ahnlich. Die Spektra, die 
sowohl fiir das aus Schwefelhimoglobin, als auch fiir das aus 
Kohlendioxydblut gewonnene gelten, seien hier noch einmal 
zusammengestellt: 

25 °/,ige Salzsiure: I. 602, III. 557. 

Ather: I. 630 (632), Ia. 605, II. unsymmetrisch, Maximum 
violettwirts auf 575'/,, III. 536, IV. 502. 

Chloroform: I. 630, II. unsymmetrisch, Maximum violettwirts 
auf 575, III. 541, IV. 5061/p, 


n/10-Kalilauge: I. 633%/,, II. 581, HI. 545.') 
»Methylester“ in Chloroform: I. 628%/,, II. 577, ILI. 541, IV. 506. 





1) Die Lage des Spektrums fiir die Lésung in n/10-Kalilauge war 
nicht immer dieselbe, auch folgende wurden beobachtet: 
a) I. 641, IL. 590, III. 539, IV. nicht genau bestimmbar. 
b) I. 637, II. 587, IIL. 4517/,, IV. 510. 
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Anders ist das spektrometrische Verhalten desjenigen 
Farbstoffes, der als zweite Komponente bei der Porphyrin- 
bildung aus Kohlendioxydblut entsteht. Sein Spektrum in 
25°/,iger Salzsiure ist: I. 598, I]. 553. Die Spektra anderer 
Liésungen dieses Kérpers sind aus den vorher angefihrten 
Griinden nicht als einheitlich beobachtet worden. Fiir seine 
‘itherische Liésung ist mit groBer Wahrscheinlichkeit folgende 
Lage des Spekt rus anzunehmen: I. 6261/,, La. 600, II. Maxi- 
mum 570, III. 529, IV. 497. (Sehe Versuch 4!) 


Versuche. 


1. 10 ecm Blutkérperchenbrei aus Pferdeblut wurden ausgiebig mit 
Kohlendioxyd behandelt und dann mit der zehnfachen Menge 25°/,iger 
Salzsiiure versetzt. Darauf wurde sofort mit Soda neutralisiert, mit 
Essigsiiure wieder angesiiuert und eine gréBere Menge Ather hinzu- 
gefiigt. Der Atherextrakt wurde mit Wasser gewaschen. Die iitherische 
Lisung zeigte das Absorptionsspektrum: I. 6321/,, La. 605*/,, IL. 5751/,, 
Ill. 5351/,, IV. 502. Die iitherische Lésung wurde in drei Portionen 
eingedampft und die Riickstiinde mit Chloroform, 25°/,iger Salzsiiure und 


_ n/10-Kalilauge aufgenommen. Die Liésungen zeigten folgende Spektra: 


Chloroform: I. 631'/,, Il. Maximum rechts bei 577, III. 541'/, 
IV. 5081/,. 

25°/,ige Salzsiure: I. 6031/,, II. 582'/,, III. 5584/,. 

n/10-Kalilauge: I. Starker Streifen, ziemlich unsymmetrisch, Maxi- 
mum etwa 641. II. Schwicherer Streifen, angenihert sym- 
metrisch, Mitte 590. ILI. Etwas schmiler und dunkler, ziem- 
lich symmetrisch 539. IV. Violettwiirts nicht deutlich ab- 
gegrenzter Schatten, Mitte anscheinend etwa 480! 


2. 10 cem Blutkérperchenbrei aus Pferdeblut wurden mit Kohlen- 
dioxyd behandelt und mit der zehnfachen Menge 25°/,iger Salzsiure 
verdiinnt. Die Lisung blieb im Gegensatz zum vorigen Versuch 1 Tag 
stehen, wurde dann aber in derselben Weise weiterbehandelt. Die 
Atherlésung zeigte das Spektrum: I. 633, Ia. 6041/,, II. Maximum 576, 
III. 537, IV. 5081/,. Die Atherlésung wurde in vier Portionen ein- 
gedampft und die Riickstinde wurden in vier verschiedenen Lésungs- 
mitten aufgenommen. Die spektrometrischen Ablesungen waren: 


25°/,ige Salzsiiure: I. 603, II. 583, III. 5587/,. 
n/10-Kalilauge: I. Maximum 633'/,, II. 580°/,, II. 545, IV. nicht 
meBbare Mitte, linke Begrenzung 520. 
Chloroform: I. 6301/,, II. 575, IIT. 541, IV. 506%/,. 
Ather: I. 6321/,, I. 577, III. 541, IV. 503. 
Eoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXVIII. 12 
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Versuche, aus denen die Bildung zweier porphyrinartiger Fay). 
stoffe zu erkennen ist: 


3. In eine wiBrige Lésung von aus Pferdeblut gewonnenem krystaj. 
lisierten Oxyhiimoglobin wurde Kohlendioxyd eingeleitet. Es wurde 
dann 25°/,ige Salzsiiure hinzugefiigt. Diese Lésung zeigte das Spektrum: 
I. 6021/,, II. 5821/,, IIL. 556. 

Darauf wurde mit Soda neutralisiert und mit Essigsiure angesiiuert, 
Nun wurde Ather hinzugefiigt und die iitherische Lisung mit Wasser 
gewaschen. Das Spektrum des Atherextraktes war: I. 6321/,, La. 6 1, 
II. zwei Maxima, das stirkere bei 575, III. 5364/,, IV. 501%/,. Die 
iitherische Lésung wurde mit 25°/,iger Salzsiiure geschiittelt, wobei der 
Farbstoff in die Salzsiure ging. Das Spektrum war hier: I. 601'/, 
II. 582, III. 556. 

Diese salzsaure Lésung wurde griindlich mit Chloroform extrahiert, 
Die Chloroformlésuug und die wiBrige salzsaure Lésung wurden ge. 
trennt voneinander weiterbehandelt. 

a) Die salzsaure Chloroformlésung fluoreszierte rot-violett-griin, 
Beim einmaligen Ausschiitteln mit Wasser trat Rotfirbung ein. 

Die ausgiebig mit Wasser gewaschene Chloroformlésung zeigte das 
Spektrum: I. 6281/,, II. Maximum rechts 5731/,, III. 5374/,, IV. 506. 

Diese Lésung wurde in vier Portionen eingedampft, und die Riick- 
stiinde wurden getrennt voneinander in Lésungsmitteln aufgenommen. 
Diese ergaben die Spektra: 


n/10-Kalilauge: I. 6421/,, II. Mitte 589, III. 4871/,. 
25°/,ige Salzsiure: I. 602, II. 583, III. 556. 

Ather: I. 6321/,, Ia. 6041/,, II. 5741/,, II. 5341/,, IV. 502. 
Chloroform: I. 631, Il. 574, II], Maximum 540, IV, 5077/,. 


b) Die nach der Extraktion mit Chloroform zuriickgebliebene 
wiBrige salzsaure Lésung wurde mit mehr 25°/,iger Salzsiure versetrt 
und zeigte das Spektrum: I. 590, III. 5527/,. 


4. 10 cem Pferdeblut wurden mit Kohlendioxyd behandelt, mit der 
zehnfachen Menge rauchender Salzsiure versetzt und wie im vorigen 
Versuch weiterbehandelt. Die gewaschene iitherische Lésung zeigte das 
Spektrum: I. 6261/,, La. 600, II. Maximum 570, III. 529, IV. 497. 

Die Atherlésung wurde in zwei Portionen eingedampft, und die 
Riickstiinde wurden in 25°/,iger Salzsiiure und n/10-Kalilauge aut: 
genommen. Die Spektra dieser Lésungen lagen folgendermaBen: 

25°/,ige Salzsiiure: I. 5961/,, II. 578, III. 553. 

n/10-Kalilauge: I. 6301/,, II. 5754/,, III. 541. 
Bei diesem Versuch war gar nichts oder nur sehr wenig von dem 
Porphyrin mit der Lage mehr nach ,,rot“ nachzuweisen. 

5. Mit Kohlendioxyd behandeltes Blut (Pferd) wurde mit der zehn- 
fachen Menge rauchender Salzsiure versetzt und so einen Tag stehen 
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gelassen. Dann wurde mit Soda neutralisiert, essigsauer gemacht, Ather 
hinzugefiigt und der Atherauszug gewaschen. Atherspektrum: Ie. 6311/,, 
[f. 6253/,, La. nicht bestimmbar, If. ein Maximum bei 575, ein anderes 
Maximum bei 572, III. 534, IV. 501. 

Aus dem Ather in 25°/,ige Salzsiiure iibergefiihrt, ergab der Farb- 
stoff in der Salzsiiure das Spektrum: I. 5981/,, TID. 554. 

Durch Schiitteln mit Chloroform gelang es nur, sehr wenig Farb- 
stoff aus der Salzsiure ins Chloroform iiberzufiihren. Es war also nur 
der geringere Teil des gesamten Farbstoffes das Porphyrin mit der 
Lage mehr rotwarts. 

In den beiden folgenden Versuchen wurden die Veresterungs- 
produkte der beiden entstehenden porphyrinartigen Farbstoffe hergestellt. 

6. Oxyhimoglobinkrystalle in wenig Wasser gelést, Kohlendioxyd 
eingeleitet, rauchende Salzsiiure hinzugefiigt, nach 3 Stunden mit Soda 
nentralisiert, essigsauer gemacht, in Ather iibergefiihrt, Ather ge- 
waschen. 

Atherspektrum: I. 6312/,, Ia. 606, Il. Maximum 5751/,, IIT. 5364/,, 

IV. 501%/,. 
(Es war also ausschlieBlich oder doch iiberwiegend das Porphyrin mit 


' der Lage mehr nach rotwirts entstanden.) 


In drei Portionen eingedampft. Ein Riickstand wurde in 25°/, iger 


 Salzsiiure aufgenommen, einer in Ather, wihrend die dritte Portion ver- 


estert wurde. 

25°/,ige Salzsiure: I. 603, IL. 582, IL 556 *®/,. 

Ather: I. 632, I]. Maximum 576, III. 537, IV. 502. 

Die dritte Portion des Riickstandes wurde zwecks Veresterung mit 
1°/, salzsiurehaltigem Methylalkohol im Rundkolben mit Steigrohr eine 
Viertelstunde zum Sieden erhitzt. Die Lésung wurde dann in ein 


| Becherglas mit Wasser gegossen, wobei der Farbstoff in Flocken ausfiel. 
| Er wurde abfiltriert und griindlich mit Wasser gewaschen. In Chloro- 
- form aufgenommen, zeigte das Veresterungsprodukt das Spektrum: 


I. 6284)/,, I. 5779/,, III. 541, IV. 507. 

7. 10 cem Pferdeblutkérperchenbrei mit Kohlendioxyd behandelt 
und dem zehnfachen Volumen rauchender Salzsiiure gemischt, einen Tag 
stehen gelassen, mit Soda neutralisiert, essigsauer gemacht, in Ather 
ibergefiihrt, Ather gewaschen, iitherische Lésung im Scheidetrichter mit 
25°/,iger Salzsiiure geschiittelt. Der gesamte Farbstoff lie8 sich in 
Salzsiiure iiberfiihren. Das Spektrum der weinroten salzsauren Lésung 
war: I. 598, III. 5533/,. (Es war also ein sicher bedeutender UberschuB 
von dem Porphyrin mit der Lage mehr blauwirts entstanden.) Es 
wurde mit Chloroform extrahiert und der schwach griin gefiirbte Extrakt 


nicht weiter verwertet. Die weinrote salzsaure Lisung wurde nun 


Wieder mit Soda neutralisiert und mit Essigsiure angesiiuert. In der 
| 12* 
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iiblichen Weise wurde der Farbstoff weiter in Ather erhalten und zeigt: 
hier das Spektrum: 


Ia. schwach, aber scharf begrenzt, 632. 

If. stiirker als La, auch scharf begrenzt, 625. 

La. etwa 566. 

II. breiter Streifen, der zwei stiirkere Maxima aufweist bei 576), 
und 5711/,. ; 

III. fast symmetrisch, Mitte 533. 

IV. breiter Streifen, Mitte 4987/,. 


Atherlisung in fiinf Portionen eingedampft. Vier Riickstiind: 
wurden in Lésungsmitteln aufgenommen, wiihrend der fiinfte Teil ver. 
estert wurde. 


25°/,ige Salzsiure: I. 601, III. 556. 

n/10-Kalilauge: I. 6241/,, II. Maximum 573, III. 543, IV. 508! , 

Ather: Spektrum wie im selben Versuch eben angefiihrt. 

Chloroform: I. 6281/,, II. Maximum 574, III. 5384/,, IV. 505. 

Der Kérper léste sich leicht in Chloroform, wiihrend er sich 
anfangs nicht mit Chloroform extrahieren lieB, und das_ ,,salzsaure 
Spektrum“ lag wieder mehr rotwirts. Hier scheint also eine Umwand- 
lung vor sich gegangen zu sein. 

Die fiinfte Portion wurde wie im vorigen Versuch _,,verestert’. 
Das in Wasser ausgefiillte Veresterungsprodukt wurde abfiltriert, ge- 
waschen und mit Chloroform aufgenommen, und zeigte nun das 
Spektrum: I. 6281/,, La. 603, II. 5774/,, III. 541%/,, 1V. 507. 














Uber Zink- und Kupferverbindungen des Phdophytins. 


Von 
Richard Willstitter und Knut Sjoberg. 


(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium 
der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Mai 1924.) 


,Die durch Austritt von Magnesium gebildeten Chlorophyll- 
derivate, z. B. Phiophorbid, Phytochlorin, Phytorhodin und die 
verschiedenen Porphyrine, lassen sich leicht von Metall sub- 
stituieren unter Bildung komplexer Verbindungen, die sich 
durch ihre Bestindigkeit in sauren und alkasischen Medien 
auszeichnen.“') Die Verdringung des Magnesiums im Chloro- 
phyll und seinen Zersetzungsprodukten durch Kupfer hat man, 
ohne auf das natiirlich vorkommende Metall aufmerksam zu 
werden, schon vor laingerer Zeit technisch eingefiihrt, um be- 
stiindige und nicht fluorescierende Handelsprodukte von so- 
venanntem Chlorophyll herzustellen, z. B. wasserlésliches Chloro- 
phyll, das ist eine Seifenmasse mit einem Gehalt an gekupferten 
Chlorophyllinsalzen und alkohollésliches Chlorophyll, das aus 
Fetten und Wachsen gemischt mit gekupferten phiophytin- 
artigen Substanzen zu bestehen pflegt. Hinsichtlich der Bildung 
solcher Schwermetallverbindungen gibt es nur qualitative, aber 
wie es scheint, noch keine quantitativen Beobachtungen. Die 
nachstehenden einleitenden Versuche, die in keiner Hinsicht 
abschlieBend sind, sollen eine genauere analytische Behandlung 
des Gebietes anregen. Mit Kupfer und Zink werden Ver- 





) Rh. Willstiitter u. A. Stoll, Untersuchungen iiber Chlorophyll, 
Berlin (J. Springer) 1913, Abschn. XIX, S. 323. 
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bindungen erhalten, die untereinander wie vom Vorbild Chloro. ' 
phyll im Verhalten, zum Teil auch in der Zusammensetzung : 
wesentlich abweichen. 


Erste Phaiophytin-Zinkverbindung 
(1 Zn auf 2 Mole Phiophytin enthaltend). 


Das verwendete Phiophytin entsprach den von Will. 
statter und Stoll!) angegebenen Reinheitsanforderungen; ¢; 
ging in 25°/,ige Salzsiure nur spurenweise iiber und lieferte 
bei der Verseifung mit methylalkoholischem Kali glatt dic 
in 3- bzw. 9°/,ige Salzsiure iibergehenden Spaltungsprodukte 
Phytochlorin e und Phytorhodin g. Um eine nicht zu ver. 
diinnte Eisessiglésung darzustellen, nahmen wir 5 g Phiophytin 
zunichst in 30 ccm Chloroform auf und lieBen in die Lisung 
langsam unter gleichzeitigem Abdampfen des Chloroforms im 
Vakuum 200 ccm Kisessig einflieBen. Dann fiigten wir Zink. 
acetat in groBem UberschuB hinzu, nimlich 45 ccm einer 
10°/,igen wiBrigen Lisung. Die entstandene Fiallung filtrierten 
wir nach einigem Stehen in der Kialte ab, um sie wieder in 
Hisessig (200 ccm) aufzulésen und unter Zusatz von 15 cem 
Zinkacetatlésung und 15 ccm Wasser von neuem abzuscheiden. 
Der wachsartige Niederschlag wurde auf dem Filter mit ver- 
diinnter Essigsiure und mit Wasser gewaschen und im Vakuum 
zur Konstanz getrocknet, was 10 Tage erforderte. 

Die Veraschung geschah unter Zusatz von Salpetersiiure. 

Anal. d. 1. Prip. ZnO. Gef. 4,41, 4,42, 4,51°/, (Zn 3,58), 

.~ -— a ie » 5» 4,25, 4,83°/5 (Zn 3,45). 

Hier war die Einwirkung von Zinkacetat in der Kite 
vorgenommen. Bei einer folgenden Darstellung erhitzten wir 
nach dem Vermischen des Phiophytins mit Zinkacetat unter 
Zusatz von weiteren 50 ccm Hisessig 45 Minuten im Wasserbad 
und bewirkten die Abscheidung der Zinkverbindung durch Ver- 
diinnen mit 50 ccm Wasser und 1tagiges Stehenlassen. 

Anal. d, 3. Prip. ZnO. Gef. 4,66°/, (Zn 3,75). 

In diesen verschiedenen Versuchen war nur die Hiilite 

der dem Magnesium iiquivalenten Menge Metall eingetreten, 


1) a. a. O. S. 260. 
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nimlich 1 Atom Zn auf 2 Mole C,,H,,0,N,-1H,0 (ber. 3,6°/, Zn 
fir Phaophytin a und fast ebensoviel fiir 3). 

Die Zinkverbindung ist ein blauschwarzes Produkt von 
wachsartiger Beschaffenheit wie Phiophytin selbst, aber von 
intensiv grimer Farbe in Lésung. Sie lést sich ziemlich leicht 
in heiSem, schwerer in kaltem absol. Alkohol, auch in Eisessig 
und in Ather ziemlich leicht, in Chloroform und Benzol sehr 
leicht, dagegen fast gar nicht in Petrolither. Beim Schiitteln 
der iitherischen Lésung mit 3°/,iger Soda indert sich die 
Verbindung weder in der Farbe, in der Zusammensetzung 
(danach gef. 4,43°/, Asche), noch im Verhalten gegen Saure. 
Verdiinnte Essigsiure wirkt auf die atherische Lésung bei 
stundenlangem Schiitteln nicht ein (danach gef. 4,55°/, ZnO), 
auch nicht 9°/,ige Salzsiiure, dagegen bewirkt 15°/,ige langsam, 
nimlich in einigen Stunden, 20°/,ige Salzsiure sofort, iibrigens 
ohne sich anzufirben, Zersetzung unter Abspaltung des Zinkes, 
was am Farbumschlag in braun kenntlich ist. 

Gegen siedende methylalkoholische Kalilauge verhalt sich 
die Zinkverbindung wie Phiophytin, indem sie ein Gemisch von 
Zinkverbindungen des Phytochlorins e und des Phytorhodins g 
liefert. Wenn man nach 1/,—1stiindigem Erhitzen am Riick- 
fluBkithler das Produkt der Hydrolyse durch Verdiinnen, Uber- 
schichten mit Ather und Ansi&uern in itherische Lisung 
brachte, so zeigte ihre intensiv griine Farbe, daB die Spaltungs- 
produkte noch das Zink in komplexer Bindung enthielten. In 
der Tat gab der Abdampfriickstand 4,28°/, Asche von Zink- 
oxyd. Beim Durchschiitteln mit Salzséure, und zwar glatt und 
rasch mit 20—25°/,iger, erfolgte Eliminierung des Metalls 
unter Farbumschlag in Braun, der beim Verdiinnen und Wieder- 
ausiithern bemerkbar wurde. Nun verhielt sich die neue Ather- 
lésung bei der Fraktionierung mit verdiinnter Salzsiure genau 
ebenso wie die eines normalen Gemisches aus Chlorin e und 
Rhodin g. Nach Ausschiitteln mit 3°/,iger (blaue Chlorin- 
lisung) und 9°/,iger Siure (blaugriine Rhodinlésung) hinter- 
blieb nur ganz wenig im Ather. Wurde dagegen die stark 
griine itherische Lésung der zinkhaltigen Spaltungsprodukte 
Statt mit der ziemlich konzentrierten zunichst mit verdiinnter 
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Salzsiure behandelt, so trat zwar auch Zinkabspaltung ein, abe; 
sie verlief weniger glatt. Es wurde direkt von 3- und 9°) ive, 
Siure bei haufigem Ausschiitteln ebenfalls viel aufgenommen, 
aber es blieb auch ein verhiltnismaBig betrichtlicher, seh; 
schwach basischer Anteil im Ather zuriick. 


Zweite Zinkverbindung (1 Zn auf 1 Mol Phiophytin), 

Die Absattigung des Phiophytins mit Zinkoxyd fiihrt in 
heiBem Pyridin weiter, namlich zu einem Aschegehalt, der 
einem Atom Zn auf N, (ber. 6,9°/, Zn) entspricht. Die zink. 
reichere Verbindung zeigt gegen Siure geringere Bestiindigkeit 
als die oben beschriebene. 

Die Lésung von 5 g Phaophytin in 200 cem Pyridin wurde 
mit 50 ccm 9°/,iger Liésung von Zinkacetat in Pyridin ver- 
mischt. Die braune Farbe blieb unveriindert, aber beim Er- 
wiirmen im Wasserbad schlug sie in sehr intensives Griin um. 
Nach 1stiindigem Erhitzen gab die Fliissigkeit mit Wasser 
eine sirupése Fillung; sie wurde in Ather aufgenommen, durch 
Waschen vom Pyridin vollstiindig befreit und nach dem Ab- 
dampfen zur Konstanz im Vakuum getrocknet. 

ZnO. Gef. 8,41, 8,33, 8,58°/, (Zn 6,79). 

Das phiophytinartig aussehende Priparat erlitt in ‘theri- 
scher Lésung durch 15°/,ige Salzsiure sofort, aber auch durch 
verdiinntere langsam Zersetzung; bei 2stiindigem Schiitteln mit 
5°/,iger Essigsiure ging der Zinkgehalt schon auf 5,6°), 
zuriick, 

Bei der Verseifung mit konz. methylalkoholischer Kalilauge 
in der Wirme entstanden wieder die zinkhaltigen Spaltungs- 
produkte; ihre unter vorsichtigem Ansiiuern gewonnene ithe- 
rische Liésung hinterlieS einen Riickstand mit nur 3,8°/, Asche 
und sie verhielt sich bei der Fraktionierung mit Salzsiiure 
gleich den Spaltungsprodukten aus der zinkirmeren Verbindung. 

Auch die basischen Spaltungsprodukte, z. B. Phytochlorin e, 
vermégen verschiedene komplexe Zinkverbindungen zu bilden. 
Wihrend bei der Zersetzung der Phiophytin-Zinkderivate ein 
Phytochlorinzink auftrat, das schon an verdiinnte Salzsiiure 
das Metall abgab, wie beschrieben, erhielten wir aus Phyto- 
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i chlorin e leicht ein anderes, bestaindigeres Zinkderivat, das der 
Beschreibung von Willstitter und Stoll?) entsprach. Salz- 
' sjure von 3°/, nimmt viel Phytochlorin e aus der Atherischen 
F Lisung auf; die so erhaltene saure Lésung stumpften wir mit 
- Ammoniak ab und versetzten sie mit tberschiissigem Zink- 
 acetat. Nach einiger Zeit wurde die Substanz wieder in Ather 
| iibergefiihrt, der rein blaue Farbe und dunkelrote Fluorescenz 
: aufwies. Das Phytochlorinzink reagiert in seiner iitherischen 
' Lisung mit 9°/,iger Salzsiure gar nicht, aber es wird unter 


der Kinwirkung von 15°/,iger Saure gespalten und bildet so 
das Phytochlorin zuriick. 


Phiophytin-Kupferverbindung 
(mit 1 Cu auf 1 Mol Phaophytin). 
Die beiden Verfahren, nach denen verschiedene Zink- 


| derivate entstehen, fiihren zu komplexen Kupferverbindungen 
» von gleicher Zusammensetzung, 


1. Darstellung. Phiophytin in Hisessig (5 g in 150 ccm) 
gab mit der wiBrigen Lésung von Kupferacetat (2 g) in der 
Kilte eine blauschwarze, wachsartige Fiallung, die sich nur 
sehr langsam zur Konstanz trocknen lief. 

Anal. der getr. Subst. CuO. Gef. 7,80, 7,90°/, (Cu 6,27). 

Kin zweites Priparat stellten wir mit der doppelten Menge 
Kupferacetat (4 g in 80 com Wasser) dar und nahmen es zur 
Reinigung wieder in 200 cem Kisessig auf, versetzten die Lésung 
mit 0,5 g Kupferacetat in 10 com Wasser und zur Fallung 
mit weiteren 40 ccm Wasser. 

Veraschung. CuO. Gef. 8,00°/, (Cu 6,40). 

Fiir die Verbindung (von Phiophytin a) mit 1 Cu auf N, 
betrigt der theoretische Gehalt 6,75°/, Cu. 

Die Substanz ist in Ather, Eisessig und in heiBem absol. 
Alkohol ziemlich leicht, in Chloroform mit Benzol sehr leicht 


lislich. Ihre Farbe ist in den verschiedenen Liésungen intensiv 


blaugriin, Gegen Siuren und Alkalien ist die Kupferverbindung 


 techt bestiindig und sie zeigt keine erheblichen basischen 





') Unters. iiber Chlorophyll, S. 324. 
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Kigenschaften. Sie nimmt z. B. aus 25°/,iger Salzsiure keine 
Chlorwasserstoff auf und sie firbt 30°/,ige Séure nur wenig 
an, wihrend dem Phiophytin a die Salzsiurezahl 29 zukommt. 
Beim Durchschiitteln der atherischen Lésung mit Natriun. 
carbonat tritt keine Verdinderung ein (danach gef. CuO 7,9") 

2. Darstellung. Phaophytin wurde in Pyridinlésung | Bp 
in 200 ccm) mit 100 ccm 4°/,iger Kupferacetatlésung 1 Stunde 
lang im Wasserbad erhitzt. Die Kupferverbindung schied sich 
an den GefaBwinden gut ab und lieB sich nach dem Waschen 
mit Wasser leicht trocknen und pulverisieren. 

CuO. Gef. 8,10, 8,22°/, (Cu 6,52). 

Die Kupferverbindungen der beiden Darstellungen verhalten 
sich verschieden bei der Hydrolyse mit methylalkoholischer 
Kalilauge, nimlich bei 1stiindigem Erhitzen. Das erste Kupfer. 
derivat gab danach beim Ansiduern und Ausithern eine blav- 
griine kupferhaltige Lésung von Phytochlorin und Phytorhodin, 
Daraus nahmen 3- und 9°/,ige Salzsiure schon ziemlich viel 
Spaltungsprodukt frei von Kupfer auf; im Ather hinterblieben 
allerdings schwach basische, kupferhaltige Anteile, die erst in 
15—20°/,ige Siure reichlich itibergingen. Unter denselben 
Bedingungen entstehen aus dem Phiophytinkupfer der zweiten 
Darstellung die basischen Spaltungsprodukte nur in Form yon 
Kupferderivaten, die gegen Salzsiure sehr bestiindig sind. Die 
iitherische Lésung der Spaltungsprodukte farbt verdiinnte Salz- 
siure gar nicht, 20°/,ige nur spurenweise an und gibt erst 
an 25°/,ige Siure einen groBeren Anteil ab. In diesem zweiten 
Falle scheint sich also das Kupfer im Phiophytin in einer 
gegen die siedende konz. Kalilauge bestandigeren Bindung 1 
befinden. 








Untersuchung iiber die molekulare Bestandigkeit 
der Essigsdiureverbindung der Desoxycholsdure 
(Acetocholeinsdure). 


Von 


Carl Th. Mérner. 





(Der Redaktion zugegangen am 21, Mai 1924.) 


In ihrer fiir eine richtige Auffassung von der Natur der 
Choleinsiure (Latschinoffs) bzw. dem gegenseitigen Ver- 
hiltnis dieser Siure und der Desoxycholsiure so auBer- 
ordentlich verdienstlichen Arbeit*) auBern sich Wieland und 
Sorge beziiglich der Bestiindigkeit der Essigsiureverbindung 
der Desoxycholsiure (= Acetocholeinsiure, C,,H,,0,-C,H,O,) 
folgendermaBen: 

, Die Essigsiure ist in ihr (der Acetocholeinsiure) auBer- 
ordentlich fest gebunden“ (S. 182) und 

,diese Saiure (die Essigsiiure) ist so fest gebunden, daf 
die Choleinséiure (die Acetocholeinsiure) — — — wochenlang 
im gewohnlichen Vakuum konstant bleibt und erst im Hoch- 
vakuum bei 110° langsam die Essigsaiure abgibt“ (S. 181). 

Die Auffassung von der hochgradigen Bestindigkeit der 
Acetocholeinsiure, welche die angefiihrten AuBerungen un- 
streitig beim Leser hervorzurufen geeignet sind, schlieBt jeden 
apriorischen Gedanken an die Méglichkeit aus, daB die Ver- 
bindung bei so indifferenter Behandlung, wie z. B. gewohn- 
licher Exsiccatoraufbewahrung (d. h. iiber konzentrierte Schwefel- 
siure, Calciumoxyd o. dgl., bei gewohnlicher Temperatur und 





1) Diese Zs. Bd. 97, S. 1—27 (1916). 








a 
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bei vollem atmosphirischen Luftdruck) nicht wohlbestindig 
gegen molekularen Zerfall sein sollte. 

Nichtsdestoweniger wurde das Vertrauen des Verfassers 
in genannter Hinsicht wesentlich erschiittert bereits durch 
gewisse Beobachtungen, die beim Arbeiten mit dieser Siiure 
im Zusammenhang mit der Untersuchung eines Choleinsiure. 
Entherolithen vom Menschen gemacht wurden.') Bei Aut. 
bewahrung in H,SO,—CaO-Exsiccator bei gewdhnlicher Tempe. 
ratur, bis zu einer Zeit von etwa einem Monat, zeigten 
nimlich Acetocholeinsiurepriparate (dargestellt aus dem oben- 
erwihnten Enterolithen, sowie auch aus notorisch reiner Des. 
oxycholsiure) nie Gewichtskonstanz, sondern nahmen stetig 
an Gewicht ab. Zu Ende der Periode wurden ferner ver- 
ainderter Schmelzpunkt sowie Zunahme des Aquivalentgewichts 
und des C-Gehalts beobachtet — alles zeugend von partieller 
Spaltung des Acetocholeinsiuremolekiils, unter Abgang von 
freigewordener Kssigsiure. 

Spiter sind besondere Versuche zu dem Zwecke aus- 
gefiihrt worden, nach Kontrollierung der hauptsichlichen 
Resultate der friiheren Beobachtungen, Einblick in den Umfang 
und Geschwindigkeitsgrad des Zerlegungsprozesses zu gewinnen. 

Untersuchungsmaterial. Dieses wurde durch einige 
Minuten dauerndes volles Kochen von Choleinsiiure (von 
Prof.O. Hammarsten aus Galle dargestellt) mit konzentrierter 
Kssigsiiure (auf 1 g 5 ccm), scharfes Auspressen der nach Ab- 
kiihlung abgeschiedenen, mit konzentrierter Essigsiure (aul 
1 g 2,5 ccm) gewaschenen Krystallmasse und — auf gleiche 
Weise ausgefiihrte — Umkrystallisierung aus kochender kon- 
zentrierter Kssigsiiure gewonnen. Die so erhaltene ausgeprebte 
Krystallmasse, verteilt in kleineren, in ganz dinner Schicht 





1) Diese Zs. Bd. 130, S. 24—33 (1923). Zu den dort erwihnten 
zwei (schwedischen) Fiillen eines solchen Enterolithen ist ein dritter 
hinzuzufiigen, in England yon Phillips beobachtet [Brit. Journ. Surg. 
Bd. 8, S. 378—879 (1920/21)] und beziiglich der chemischen Unter- 
suchung niiher beschrieben von Raper [Biochem. Jl. Bd. 15, 8. 49—52 
(1921)]. Der Fall betrifft einen Solitirstein von 6,8 g Gewicht mit etwa 
72,5°/, Choleinsiiure. 
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ausgebreiteten Stiicken, wurde sofort in H,SO,-CaO-Exsiccator 
gebracht, worauf am folgenden Tage pulverisiert wurde. Nach 
insgesamt 5-tagiger Exsiccatoraufbewahrung ') wurde das schnee- 
weibe, lockere Praparat in Arbeit genommen. 

Schmelzpunkt: 140° C.?) 

Aquivalentgewicht, bestimmt mittels Titrierung, in Alkohol- 
lisung, mit n/10-Lauge und Phenolphthalein als Indikator: 
0,2667 g verbrauchten zur Neutralisierung 11,86 com = 225 
fiir Acetocholeinsiure berechnet: 226). 

Aus demselben Priparat dargestellte Stearin-Choleinsiure 
und Xylol-Choleinsiure zeigten die erwarteten Schmelzpunkte: 
188 bzw. 181°. Die Identitit des Praiparats mit Acetocholein- 
siure — schon auf Grund der Darstellungsweise nicht in 
Zweifel zu ziehen — war hiermit positiv erwiesen. 

Behufs vergleichender Kontrollproben wurde eine Portion 
in wohlverschlossenem, von der Substanz nahezu ganz aus- 
gefiilltem Priiparatréhrchen, bei gewohnlicher Temperatur und 
vor Licht geschiitzt, wihrend desselben Zeitraums, den die 
Hauptversuche in Anspruch nahmen, aufbewahrt. Zu Ende 
der Versuchszeit wurde der Schmelzpunkt annihernd unver- 
‘indert (141°) befunden, ebenso das Aquivalentgewicht: 

a) 0,2968 g verbrauchten zur Neutralisierung 13,36 cem n/10-Lauge 

= 222; 
b) 0,4416 g verbrauchten zur Neutralisierung 19,80 cem n/10-Lauge 
= 223. 

Bei den Hauptversuchen wurden 2 Exsiccatoren angewandt, 
die von gleicher Beschaffenheit waren, nur da der eine 
(Versuch A) ausschlieBlich mit konzentrierter H,SO,, der 
andere (Versuch B) auBerdem mit CaO (frisch pulverisiert) 
beschickt war. In jeden der beiden Exsiccatoren wurden 
nebeneinander hineingestellt 

teils eine genau abgewogene Portion (,,Port. 1“) von un- 
gefihr 0,4 g, zu sukzessiven Wigungen und zur schlieBlichen 





') Siehe unten, letzten Abschnitt. 

*) Zur Bestimmung des Schmelzpunktes von Acetocholeinsiiure- 
priparaten wurde, bei vorliegender Arbeit, die Substanz in das zuvor 
auf 130° erwirmte Schwefelsiurebad gebracht. 











180 Carl Th. Mérner, 


Aquivalenttitrierung in toto bestimmt (die Substanz war, in 
runder Planglasschale, auf eine Fliche von 6 cm Durchmessey 
ausgebreitet), 

teils eine kleinere Portion (,,Port. 2“), bestimmt zur Ent- 
nahme von Proben behufs Schmelzpunktbestimmung dann und 
wann wihrend der Versuchszeit und auch zur Aquivalent. 
titrierung der schlieBlich restierenden Substanz (diese war auf 
Uhrglas auf eine Fliche von etwa 4cm Durchmesser aus. 
gebreitet). 

Die beiden Exsiccatoren mit Inhalt wurden an derselben 
Stelle, bei gewéhnlicher Temperatur, ohne Evakuierung und 
vor Licht geschiitzt, wihrend der Zeit 15.3.1923—25. 1. 1924 
(= insgesamt 306 Tage) aufbewahrt. 
































Wigungsresultate 
(an Port. 1). 

Versuch A. | Versuch B. 
Abgewogene Substanz: 0,4023 g | Abgewogene Substanz: 0,4011 g 
3 s | @ - f *£ 3. 

5 14,2 27 5 18,3 34 
10 20,8 39 10 23,6 44 
15 24,8 46 15 26,7 50 
20 28,1 53 20 29,1 55 
25 29,3 5D 25 30,7 58 
30 30,7 57 30 31,5 59 
35 32,4 61 35 33,1 62 
40 32,8 61 40 33,4 63 
45 33,6 63 45 34,2 64 
50 34,6 65 | 50 35,0 66 
5D 35,0 65 CO 55 35,2 66 
60 35,7 67 60 36,2 68 
65 36,3 68 65 36,6 69 
70 36,9 69 70 37,1 70 

108 39,2 73 108 39,7 75 
175 43,0 80 175 43,2 81 
232 44,6 83 232 44,8 84 
306 46,1 86 306 46,2 87 
SchlieBl. Gewicht der Substanz: |} SchlieB8l. Gewicht der Substanz: 
0,3562 g¢ 0,3549 g 








Spalte 1. Anzahl Tage, gerechnet vom Beginn des Versuches an. 
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Spalte 2. Gewichtsverlust, gerechnet vom Beginn des Versuches 


an und ausgedriickt in mg. 


: Spalte 3. Der Gewichtsverlust (= abgegebene Essigsiure), aus- 
E gedriickt in °/, der Essigsiuremenge, die aus der Formel der Aceto- 
4a  choleinsiiure’) als von Anfang an in der abgewogenen Substanzmenge 


' enthalten berechnet wird, nimlich 


in Versuch A: 53,4 mg, 
in Versuch B: 53,2 mg. 


Untersuchung der Substanz zu Ende der Versuchszeit. 


Aquivalentgewicht.?) 
Versuch A. 
a) 0,8562 g (Port. 1) verbrauchten zur Neutralisierung 10,32 cem 
n/10-Lauge = 345. 
b) 0,1178 g (Port. 2) verbrauchten zur Neutralisierung 3,40 cem 
n/10-Lauge = 346. 
Versuch B. 
a) 0,3549 g (Port. 1) verbrauchten zur Neutralisierung 10,03 cem 
n/10-Lauge = 354. 
b) 0,1201 g (Port. 2) verbrauchten zur Neutralisierung 3,41 ccm 
n/10-Lauge = 352. 

Zur Kontrollierung dieser, durch direkte Titrierung ge- 
fundenen Zahlenwerte wurde die GréBe (4) des Aquivalent- 
gewichts auch berechnet, teils auf Grund des aus der 
Formel der Acetocholeinsiure hervorgehenden Essigsiuregehalts 
(13,27°/,) und der betreffenden Molekulargewichte fiir die 
beiden Komponenten, teils auf Grund des Substanzgewichts 
zu Anfang und zu Ende der Versuchszeit, nach der Gleichung: 


s 














~ (b+ 13,27) (bs) b+(100 — 13,27) ’ 
100 ” 100 
60,04 392,4 


wobel: 
6 = Anfangsgewicht der Substanz, 
s = Endgewicht i ™ 


1) Ausweisend 13,27°/, Essigsiure (86,73°/, Desoxycholsiure). 

*) Hiermit ist hier und im folgenden gemeint, was richtiger, aber 
umstindlicher als ,,mittleres Aquivalentgewicht“ zu bezeichnen wire, da 
das fragliche Untersuchungsmaterial ein Gemisch, nicht ein einzelnes 
chemisches Individuum darstellt. 
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Die auf diese Weise berechneten Ziffern sind fiir 
Versuch A: 352, 
» ob: 354. 

Im groBen und ganzen ist also das Aquivalentgewich; 
— urspriinglich das der Acetocholeinsiure zukommende, 4d. }, 
ungefahr 225, betragend — auf etwa 350 hinaufgesprungen, 
Die Bedeutung hiervon ist unzweideutig, wenn man in Betracht 
zieht, daB das eigene Aquivalentgewicht der Desoxycholsiiure 
(= der Hauptkomponente der Acetocholeinsiiure) 392  betrigt 

Der Schmelzpunkt, bei verschiedenen Gelegenheiten (ap 
Port. 2) bestimmt, zeigte, in beiden Versuchen, zuniichst 
Senkung (niedrigster beobachteter Wert: 134°), danach suk. 
zessive Erhéhung, an dem Initialwert vorbei, bis hinauf gegen 
150° (unscharf) zu Ende der Versuchszeit. 

Aus den hier angefiithrten Beobachtungen geht offenbar 
hervor, daB Acetocholeinsiure — im Gegensatz zu dem, was 
man auf Grund der zitierten Literaturangaben anzunehmen 
AnlaB gehabt hat — allmihlich in ihre Komponenten zerfillt, 
schon bei gewodhnlicher Temperatur und bei gewdhnlichem 
Luftdruck, bei Aufbewahrung sei es nur iiber konzentrierter 
H,SO, oder tiber solcher nebst CaO. Schon nach 5 Tagen 
ist 1/,—*/, der urspriinglichen Essigsiuremenge verloren ge- 
gangen, nach 15—20 Tagen '/, derselben, nach 100 Tagen °), 
— alles in runden Zahlen angegeben. Indessen nimmt die 
Zerfallsgeschwindigkeit mehr und mehr ab, so daB noch nach 
so langer Zeit wie 300 Tagen ein Rest von Hssigsiiure, ent- 
sprechend 13—14°/, der urspriinglichen Menge, vorhanden ist. 
Diese einfache Exsiccatormethode ist daher fiir den Zweck, 
aus Acetocholeinsiure reine (acetocholeinsiiurefreie) Desoxy- 
cholsiure darzustellen, nicht praktisch anwendbar. Dazu 
bedarf es in der Tat, wie Wieland und Sorge beschrieben 
haben, kraftigerer MaBnahmen (Hochvakuum, erhdhte Tempe- 
ratur). 

Auch der oben angegebene eigentiimliche ,Gang“ des 
Schmelzpunktes illustriert die Tatsache, daB die exsiccator- 
behandelte Masse, die wiihrend eines ersten Stadiums Aceto- 
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Funreinigt, darstellt, schlieBlich Desoxycholsiure (eigener 
‘Schmelzpunkt: 172°) mit relativ geringerer Beimischung von 
' Acetocholeinsiure reprisentiert. 


Kine praktische Konsequenz der hier wiedergegebenen 


'Versuchsresultate, die vom Verfasser der Hauptsache nach 
‘bereits bei der oben erwihnten fritheren Arbeit auf dem Gebiet 
‘erkannt wurde, ist die, dab man, um Acetocholeinsiure von 
‘approximativ normaler Zusammensetzung (= Hssigsiiure und 
‘Desoxycholsiure in Aquimolekularer Proportion) zu erhalten, 
‘nach Auskrystallisierung der Substanz aus konzentrierter Essig- 
siure und Auspressen, bei der nachfolgenden (zur Entfernung 
‘der Mutterlaugenessigsiure erforderlichen) Exsiccatorbehandlung 
‘behutsam zuwege gehen mu. LEnmpirisch ist festgestellt 
‘worden, daB die Zeitdauer einer solchen Behandlung (iiber 
'H,S0,—CaO) nicht mehr als einige wenige (ungefihr 5) Tage 
‘betragen darf. Bei erheblicherer Abweichung hiervon kann 
‘man einerseits ein noch Mutterlaugenessigsiure enthaltendes 
'Priparat, andererseits ein Priparat erhalten, das bereits in 
‘begonnenem Zerfall begriffen ist, was sich bei acidimetrischer 
‘Titrierung durch zu hohes Aquivalentgewicht zu erkennen 
‘gibt. Ist einmal ein tadelloses Praparat hergestellt worden, 
so kann dasselbe jedoch in wohlverschlossenem und vou der 
‘Substanz wohlausgefiilltem GefaB auf lange Zeit hin intakt 
gehalten werden. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXXVIII. 13 
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Uber die Aktivierung des Papains durch Blausdure. 


Erste Abhandlung tber pflanzliche Proteasen. 
Von 
Richard Willstiitter und Wolfgang Grassmann. 


Mit 3 Figuren im Text. 


(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der 
Wissenschaften in Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Mai 1924.) 


Einleitung. 

Um die Mitte des 18. Jahrhunderts haben die natur- 
geschichtlichen Werke von Griffith Hughes’) und Patrick 
Browne’) die Aufmerksamkeit der europiiischen Gelehrten 
auf die merkwiirdige eiweiBverdauende Wirkung des Milch- 
saftes von Carica Papaya L. gelenkt. Die erste chemische 
Untersuchung des Papains unternahmen A. Wurtz und 


EK. Bouchut.*) Sie wandten bei ihren Versuchen nach einem f 
Gebrauch der franzésischen Physiologen als Antiseptikum | 
Blausiiure an. Diese Arbeitsweise iibernahm der englische | 


Botaniker 8. H. Vines, der ankniipfend an seine Unter: 


suchung*) iiber das peptische Enzym von Nepenthes eine sor?- 
§ pep 7 p 


’) Natural History of Barbados, London 1750, S. 181. 

*) Civil and Natural History of Jamaica, London 1756, S. 360. 

5) C. R. Bd. 89, S. 425 (1879); ferner A. Wurtz, C. R. Bad. 9, 
S. 787 (1880) und Bd. 93, S. 1104 (1888). 

*) Annals of Botany Bd. 11, 8. 563 (1897); Bd. 12, S. 545 (1898) 
Bd. 15, S. 568 (1901). 
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faltige Arbeit’) tiber Papain in Angriff nahm und in einer 


: Reihe eindringender und bedeutender Untersuchungen auf die 
Q proteolytischen Knzyme des Pflanzenreichs ausdehnte. Seit- 
' dem ist eine weitere Anzahl von Untersuchungen iiber Papain 
& erschienen, darunter die von L. B. Mendel und A. F. Blood?) 
~ und die von E. M. Frankel®), worin die Blausiure nicht mehr 
als desinfizierendes Mittel, sondern, klar erkannt, als Aktivator 





Anwendung fand. 

Die ersten Beobachtungen von 8S. H. Vines iiber Papain 
und iihnliche Enzyme der Pflanzen standen nicht in guter 
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen einer umfassenden 
Arbeit von L. Buscalioni und Cl. Fermi‘) iiber das Vor- 
kommen proteolytischer Enzyme im Pflanzenreich. Es gelang 
Vines), die Abweichungen auf Unterschiede in den Versuchs- 
bedingungen zuriickzufiihren, besonders auf die angewandten 
Antiseptica, Carbolsiure in den Versuchen der italienischen 


ie 


| Forscher, Blausiiure und Chloroform bei seinen eigenen. Aber 


in der Folge wurde Vines von der Aufmerksamkeit, die er 
_ der besonderen Wirkung der Blausiiure zu schenken begonnen, 


_ abgelenkt und er sprach im Hinblick auf die vielen und ver- 


91, 


98); 
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wickelten Unterschiede bei den Versuchen, die unter Zusatz 
von Blausiure, Natriumfluorid, Chloroform und anderen Mitteln 
vorgenommen waren, nur davon®), daB von den verschiedenen 
Wirkungen des Enzyms, der fibrinverdauenden und der pepton- 
abbauenden, die eine oder andere mehr oder weniger durch 


| die Antiseptica gehemmt werde. 


Auf die Wirkungsweise der Blausiiure beziehen sich die 





| nachfolgenden Versuche, mit denen wir einen bescheidenen 
| Beitrag zur Kenntnis des Enzyms zu liefern beginnen, von 


') Annals of Botany Bd. 16, S.1 (1902); Bd.17, 8.237 und 597 
/ (1907); Bd. 18, S. 289 (1904); Bd. 19, S. 149 und 171 (1905); Bd. 20, S. 118 
| (1906); Bd. 22, S. 108 (1908); Bd. 23, S. 1 (1909); Bd. 24, S. 213 (1910). 
: *) Jl. of Biol. Chem. Bd. 8, S. 177 (1910). 

’) Jl. of Biol. Chem. Bd. 31, S. 201 (1917). 

*) Annuario del R. Instituto Botanico di Roma Bd. 7, S. 99 (1898). 

*) Annals of Botany Bd. 17, S. 597 (1908). 

*) Annals of Botany Bd. 19, S, 149 und zwar 157 (1905). 
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dem Vines schon 1905 bemerkt hat: ,'This material has bee 
more fully investigated than any other in the vegetable 
kingdom.“ 

Es zeigt sich, daB die Wirkung der Blausiure auf Papain 
grobe Ahnlichkeit hat mit der Beziehung zwischen Enterokinase 
und T'rypsin nach der Untersuchung von EK. Waldschmidt- 
Leitz’), die kirzlich aus unserem Privatlaboratorium heryor- 
gegangen ist. Auch die Aktivierung des Papains durch Blau. 
siure erfordert Zeit wie die Wirkung der Enterokinase, Ver- 
folgen wir den zeitlichen Verlauf, so finden wir das Reaktions. 
vermégen des sich mit Cyanwasserstoff verbindenden Enzyms 
etwa 1 Stunde lang ansteigend zu einem Héchstwert und dann iy 
den niichsten Stunden ein wenig fallend zu einem konstanten 
Aktivierungswert. Die etwas komplizierte Erscheinung, dat! 
dabei ein Maximum auftritt, soll nur im experimentellen ‘Teil 
besprochen werden. 

Papain allein und das mit Blausiure aktivierte verhalten 
sich wie zwei spezifische Enzyme aus verschiedenen Gruppen 
der proteolytisch wirkenden, das eine peptonisierend, das 
andere tryptisch, niimlich sowohl peptonbildend wie pepton- 
spaltend. Die Aktivierung durch Blausiiure bedeutet also 
nicht nur eine Geschwindigkeitssteigerung. Sondern es werden 
Peptone, kiiufliches und aus Gelatine mit Papain gewonnenes, 
von Papain selbst nicht angegriffen, aber sie werden in fort- 
schreitender und weitgehender Reaktion durch Papain mit 
Blausiure gespalten. Auch die Aktivierung des Trypsins 
durch Enterokinase nimmt nach den Arbeiten von G. Schaeffer 
und K. F. Terroine’), von E. Zunz*) sowie von KE. Wald- 
schmidt-Leitz*) ,insofern eine besondere Stellung ein, als 
die Gegenwart des Aktivators nur fiir die Spaltung gewisser 
Substrate, nimlich der genuinen Proteine und ihrer héheren 
Abbauprodukte, nicht dagegen fiir die Hydrolyse der Poly- 
peptide unentbehrlich ist“. Die Rolle der Enterokinase und 





') Diese Zs. Bd. 132, S. 181 (1923/24). 

*) Journ. de Physiol. et Pathol. gén. Bd. 12, 8. 884 und 905 (1910). 
3) Archives internat. de Physiol. Bd. 11, S. 191 (1912), 

4) A.a. O., S. 189. 
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Blausiure ist gleichartig, aber vertauscht ist die Spezifitit der 
aktivierten Enzyme; sie erstreckt sich beim aktivierten Papain 
auf Peptone und Peptide, beim aktivierten Trypsin auf genuines 
KiweiB. Wiahrend also die Wirkung des ,gegeniiber Proteinen 
inaktiven Pankreassaftes auf einfache Peptide, beispielsweise 
Alanylglycin, durch Enterokinase nicht verstirkt“ wird, er- 
fordert umgekehrt bei unserem pflanzlichen Enzym die Hydro- 
| lyse der Peptone und der Polypeptide die Erginzung durch 
- sein Koenzym Cyanwasserstoff. 

Der zeitliche Verlauf der Blausiureaktivierung kann nur 
mit quantitativen Messungen gefunden werden. Natiirlich gibt 
es Fortschritte in der Methode seit Vines. Zwischen 1902 
bis 1910 und heute hat sich die Erkenntnis Sérensens von 
der Bedeutung der Wasserstoffionenkonzentration fiir den Ab- 
| lauf enzymatischer Reaktionen eingebiirgert. Auch sind seit- 
dem Verfahren fir die quantitative Beobachtung proteolytischer 
_ Vorginge geschaffen worden, die Formoltitration von 8S. P. L. 
| Sérensen und neuerdings die Titration der Aminosiuren und 
Peptide in alkoholischer Liésung. Die Methode von Vines 
' aur Untersuchung der Proteolyse bestand in der gleichzeitigen 
Anwendung zweier Substrate, Fibrin und Pepton, um die Auf- 
| lésung des ersteren und die sogenannte Tryptophanbildung 
' am letzteren zu beobachten. Die Tryptophanreaktion freilich 
| ist, wie Vines!) selbst gelegentlich bemerkte, nicht zuver- 
lissig genug fiir die Beurteilung der Peptolyse. Das Substrat- 
 gemisch ersetzen wir zum Zweck der fortlaufenden Messung 
_ durch ein einziges geléstes Substrat, Gelatine. Allerdings 
' kann man nicht auf eine spezifische fibrinlésende Wirkung 
| bei diesem léslichen und nicht genuinen Protein priifen. Kine 
' Methode zur Papainbestimmung bei optimaler Aciditiit (p,, =5,0) 
griindet sich auf die Anwendung des gelésten Substrates; auch 
' die Abhingigkeit von der Wasserstofizahl (mit und ohne 
_ Gegenwart von Blausiiure) wurde so ermittelt. Die Form der 
' p,-Aktivititskurve, steil abfallend nach dem alkalischen, noch 
_ steiler nach dem saueren Gebiet, gibt keinen Anhalt, an der 


') Annals of Botany Bd. 19, 8. 149 und zwar 152 (1905). 

















188 Richard Willstatter und Wolfgang Grassmann, 


Kinheitlichkeit des auf Gelatine und ihre Abbauprodukte 
wirkenden Enzyms zu zweifeln. 

Hier begegnen wir der von 8S. H. Vines so griindlich be. 
handelten Frage nach der Einheitlichkeit oder zusammen. 
gesetzten Natur der pflanzlichen Proteasen. Es ist kei) 
Zweifel, daB viele der friiheren Befunde, die zum Teil héchst 
kompliziert waren, heute andere Deutung erlauben. Jene an- 
regenden Arbeiten wecken nicht selten die Frage, ob nicht 
besondere pflanzliche Kinasen mitwirken, durch welche die 
Spezifitit der beschriebenen Enzyme wesentlich abgeindert 
wiirde, wie es gewiB zum Teil bei den sogenannten auti- 
septischen Mitteln zutrifft. Auch sind Zweifel berechtigt an 
der Kindeutigkeit der Proteolysenversuche, in denen die 
Aciditiit des Mediums variiert werden sollte. Wenn die pepto- 
nisierende Wirkung im alkalischen Medium iiberlegen gefunden 
wurde, so scheint uns beachtenswert, daB schon nach den Be- 
obachtungen von A. Wurtz’) Fibrin und Casein das Papain 
aus seinen Lésungen zu adsorbieren vermégen. Im folgenden 
wird gezeigt, daB sich dieses Enzym aus schwach alkalischer 
Lésung viel leichter als aus saurer adsorbieren liBt. So kann 
auf dem Substrat in alkalischem Medium eine viel gréBere 
Konzentration des Enzyms hergestellt und die geringere 
Reaktionsgeschwindigkeit bei alkalischer Reaktion dadurch 
iiberdeckt sein. 

Kommenden Arbeiten sollte daher die umfassende Er- 
klarung nicht als abschlieBend gelten, in die Vines am Ende 
seine Erfahrungen einordnete. An die Stelle der ilteren Er. & 
klarung eines vegetabilischen Trypsins trat die Einteilung der F 
pflanzlichen Proteasen in zwei Gruppen, Ereptasen, die nw — 
peptolytisch wirken und saures Medium fordern, und Peptasen, — 
die nur native Proteine peptonisieren. Von den letzteren 
wurden zwei Arten unterschieden, Kndopeptasen der pflanz- F 
lichen Gewebe, der Samen, Friichte, Milchsifte, die im F 
allgemeinen bei der geringen Aciditiét der Pflanzenextrakte ; 
giinstig wirken, aber Fibrin besonders bei neutraier oder q 
















































1) C. R. Bd. 91, S$. 787 (1880) und Bd. 93, S. 1104 (1882). 
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alkalischer Reaktion zu verdauen vermégen, und die EKkto- 
peptasen in Exkreten der Pflanzen, die, bei entschieden saurer 
Reaktion wirkend, dem tierischen Pepsin nahe stehen. 

Es ist nach dem von den Botanikern gesammelten Tat- 
sachenmaterial gewiB, daB die Pflanzen zahlreiche proteoly- 
tische Enzyme hervorbringen, die in ihrer Spezifitaét, ihrer 
Abhingigkeit von Aktivatoren und von der Reaktion des 
Mediums verschieden sind. Aber weder bei dem Enzym von 
Carica Papaya noch bei einem anderen ist die Zerlegung eines 
Gemisches von Proteasen in wohldefinierte Komponenten als 
gesichert zu betrachten. 


Experimenteller Teil. 


1. Die Papainwirkung unter verschiedenen 
Bedingungen. 

Der eingetrocknete Milchsaft des Melonenbaumes (Carica 
Papaya L.), von EK. Merck bezogen, und ein Praparat aus 
Ceylon, das wir der Freundlichkeit des Herrn L. Wallerstein 
in New York verdankten, waren im Verhalten iibereinstimmend. 
Der kaufliche Succus Caricae, der im folgenden einfach Papain 
hei®t, war frei von Pepsin, das manchen Handelspriparaten 
zugesetzt ist. 

Substrat fiir die Messung der Hydrolyse war Gelatine, 
Bestimmungsmethode war die ‘Titration der Peptide und 
Aminosiuren in alkoholischer Lésung nach R. Willstatter 
und EK. Waldschmidt-Leitz}), die nach der Untersuchung 
von EK. Waldschmidt-Leitz?), ,,Uber Enterokinase“ _,erst 
eine einfache und exakte Analyse proteolytischer Prozesse er- 
modglicht*. Eine Probe von 5—10 ccm der Versuchsfliissigkeit, 
enthaltend 0,2—0,4 g Gelatine, wird auf einen Gehalt von 
90°/, Alkohol gebracht. Solange die Gelatine unveriandert 
ist, wie bei der erforderlichen Anfangstitration, und besonders 
bei Gegenwart von Citrat oder Phosphat bewirkt der Alkohol 


1) Chem. Ber. Bd. 54, S. 2988 (1921) und R. Willstitter, Abder- 
haldens Handb. d. biolog. Arbeitsmethoden, Abt. I, Teil 7, Heft 2, Lief. 73, 
S. 289 (1922), 

*) Die Naturwissensch. Bd. 12, S. 183 und zwar 8. 134 (1924). 
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statt einer scharf und rasch titrierbaren milchigen Fillung 
oder eines flockigen Niederschlages (aus Eieralbumin), der sich 
langsamer aber auch gut titrieren liBt, eine klumpige Aus. 
scheidung, die sich am Boden zusammenballt und bein 
Titrieren unrichtige Werte gibt. Diese Schwierigkeit wird 
vermieden, indem man den absoluten Alkohol (9 Vol.) 50° 
warm zufigt. Die Titration geschieht mit n/5-KOH, auch iy 
90°/,igem Alkohol gelést, unter Anwendung von Thymol. 
phthalein, das mit Citrat scharf, mit Phosphatpuffer unscharf 
umschligt. Die Carboxyle der Reaktionsprodukte werden yoll- 
stindig erfaBt. Der Farbumschlag kann Titrationsfehler bis 
zu + 0,04 com KOH, je nach der vorhandenen Peptidmenge, 
bedingen. 

Zur Erzielung ausreichender Titrationswerte braucht man 
Substrat so reichlich, daB das Leistungsvermégen des Enzyms 
ausgeniitzt wird, und in hoher Konzentration, damit kleine 
Volumina zur Titration geniigen. Beim Fehlen des Aktivators 
geben kleine Substratmengen zu geringfiigige Spaltungsbetriige, 
auch als Endwerte, die dabei rasch erreicht werden. 

Versuch bei 30°; Vol. 7 cem, 1 cem n/1-Acetatpuffer (pj; = 4,75). 


Zeit 24 Stdn.; Gel. g 0,150 0,300 0,450 0,600 1,20 
Pap. 0,025 g; Spalt. (eem n/5) 0,62 1,05 1,40 1,49, 1,54 2,02 
Gel. 0,15 g; Zeit 30 Min. 2Std. 8Std. 24 Std. 
Pap. 0,10 g; Spalt. 0,45 0,56 0,59 0,65 

Pap. 0,05 g; Spalt. 0,33 0,37 0,51 


Den zeitlichen Verlauf der Papainwirkung sowohl ohne 
Aktivator wie mit Zusatz von Blausiéure zeigt eine Versuchs- 
reihe (Tabelle 1) mit gré8eren Substratmengen; 3,6 g Gelatine 


























Tabelle I. 

Zeitlicher Verlauf der Papainwirkung, ohne und mit Blausiaure. 

Stunden Tage 

Enzym ———. 7 -ocieesiamuntie 
vs) 1 | 2} 418 | wf @|es 
01 ¢ 0,08 | 0,20! 0,32! 0,40! 0,52! 0,81} 1,21! — 
0.2 g 0,20 | 0,32 | 0,45 | 0,58! 0,78 | 1,00] 1,82] — 
0,4 g 0,21 | 0,33 | 0,49 | 0,62 | 0,80] 1,02 | 1,85] — 
0,2+10mg KON | 0,62 | 0,91 | 1,82 | 1,75 | 2,19 | 2,80] — | 408 
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mit 8 ccm Acetatpuffer (1:1) in 50 ccm, wovon nur je 5 ccm 
fir eime Bestimmung dienten; 30°. Der Zusatz von Blau- 
siure bedingte in der ganzen Zeitstrecke ungefahr Verdrei- 
fachung der Spaltung, wihrend er sich bei geringen Substrat- 
mengen erst im spateren Abschnitt der Reaktion geltend macht. 

Die Geschwindigkeit der Papainwirkung soll nach friiheren 
Angaben!) bei 80—90° ihren H6hepunkt erreichen. Bei 
Gegenwart von Blausiure ist die Hitzeverdauung noch nicht 
gepriift. Sie fihrt so auBerordentlich rasch zu weitgehender 
Peptonisierung. Aus den folgenden Versuchen (Tabelle 2) geht 
aber hervor, dab das Enzym ohne und sogar mit Blausiure 
90° auch bei Gegenwart von viel Substrat nicht mehr ertrigt, 
80° nur kurz; die hohe Spaltung in den Anfangszeiten ist 
der Wirkung vor Erreichung der Temperatur zuzuschreiben. 
Optimal ist die Wirkung bei 65—70°. Die Geschwindigkeit 
im ersten Abschnitt der Spaltung steigt im Intervall von 
30—70° bei einer Temperatursteigerung von 10° auf etwa das 
Zweifache. 

Tabelle 2. 
Reaktionsgeschwindigkeit bei verschiedenen Temperaturen. 


3,6 ¢ Gelatine in 50 cem; 0,2 g Papain; Titration von 5 ccm. 








Minuten 
5 | 10 | 380 | 60 120 
70° | 0,80 0,44 0,69 | 0,72 | — 
80° — | 0,56 057 | O57 | — 
90° 0,47 | 0,45 —-— = | = 
Mit 10 mg KCN 
659 | — 1,15 | 2,94 277 | 315 
70° — 1,50 2,42 291 | 3.22 
80° _ | 1,78 2,47 | 2,69 } 
90° 1,25) 1,52 158 )  — | —e 


Die Salze verschiedener Puffermischungen haben keinen 
spezifischen EKinflu8 auf die Spaltung. Durch Citrat soll aller- 


 C. Delezenne, H. Mouton und E, Pozerski, C. R. Bd. 142. 
8S. 177 (1906); D. Joneseu, Biochem. Zs. Bd. 2, S. 177 (1906). 
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dings nach H. B. Brill und R. E. Brown’) die Papainwirkung 
erheblich gesteigert werden. Es ist aber zweifelhaft, ob die 
Anderung der Aciditiit und der Kinflu® des Zusatzes auf die 
Bestimmung von unveriindertem Kiweif durch Kupferfiillung 
beriicksichtigt war. Wenn man durch Zusatz von 1 ccm 
n/1-Acetatpuffer (2:1) zum Spaltungsansatz die Reaktion an- 
nithernd ausgleicht, so bewirkt zwar mol/5-Dinatriumcitrat eine 
geringe Steigerung, aber diese kann auch mit vermehrtem 
Natriumacetat anniihernd erreicht werden. Bei Gegenwart 
von Blausiiure und Natriumacetat ist der Zusatz von Citrat 
von sehr geringem Einflub. 

2g Gelatine in 50 cem, 50 mg Papain, 60 mg KCN, neutralisiert 
auf py = 5,0, 1 cem n/1-Acetatpuffer (2:1), 40°, 2 Stunden. 

Die Spaltung verbraucht a) 0,92 cem (ohne Citrat), b) 1,10, 1,09, 
1,12 (mit 1, 5 und 10 cem Citrat). 


2. Zeitlicher Verlauf der Aktivierung. 


Der Cyanwasserstoff wirkt auf Papain mit mefbarer Ge. 
schwindigkeit ein. Dies ist nicht zu erkennen, wenn das 
Enzym mit der Blausiiure und dem Substrat zugleich in Be- 
riihrung gebracht wird, sondern wenn eine gewisse Zeit Blausiiure 
auf das Enzym einwirkt, bevor dieses zum Substrat gebracht 
wird. Die Erscheinung wird erst bei nicht zu geringer Cyanid- 
konzentration deutlich; daher sind die im folgenden an- 
gewandten Blausiiuremengen gréBer als sie oben bei gleich- 
zeitigem Zusatz von Papain und Cyanid zum Substrat ver- 
wendet waren. In Versuchen (Nr. 5 der Tabelle 3) mit geringer 
Papainmenge (2 mg fiir 0,4 ¢ Gelatine) und verhiiltnismiibig 
viel Blausiiure (56 mg) bewirkte die Vorbehandlung des Enzyms 
mit dem Cyanwasserstoff Verdopplung des enzymatischen Um- 
satzes, in den Versuchen (Nr. 4 und 3) mit der doppelten bis 
vierfachen Papainmenge nur Steigerung des Umsatzes um etwa 
die Hiilfte. Diese Ungleichheit diirfte so zu deuten sein, dab 
das Papain-cyanhydrin, wie das durch Blausiiure aktivierte 
Papain kurz bezeichnet werden soll, in der ersten Phase des 
Proteinabbaus dem Papain selbst mehr iiberlegen ist als in 





') Philippine Journ. of Sciences Bd. 20, 8. 185 (1922). 
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den naichsten Phasen. Im weiteren Verlauf der Proteolyse 
wirden dann Hydrolysenfille vorkommen, fiir welche die 
Cyanwasserstofi-aktivierung weniger niitzlich ware, also Peptid- 
sruppen zur Reaktion kommen, bei denen entweder der 
Wirkungsunterschied zwischen Papain und seinem Cyanhydrin 
kleiner ware oder solche, die von Papain sogar rascher als 
von seinem Cyanhydrin gespalten wiirden. Die letztere Er- 
kliirungsweise wiirde bedeuten, daf in einem gewissen Spaltungs- 
pereich das Nebeneinanderwirken von Papain und Cyanhydrin 
giinstiger wire als die Wirkung des letzteren (natiirlich auch 
des Papains) allein. 

Die Vorstellung, zu der die gefundene Ungleichheit des 
Effektes der Vorbehandlung mit Blausiure gefiihrt hat, ist 
imstande, eine andere in den Versuchen der Tabelle 3 an- 
gedeutete Erscheinung zu erkliren, die zunichst riitselhaft ist. 
In den Versuchen Nr. 1, 2 und 3 der Tabelle 3 und auch in 
zahlreichen anderen (vgl. die Versuche Nr. 2 und 4 der Tabelle 4) 
wurde gefunden, da8 der Effekt der Vorbehandlung mit Blau- 
siure nicht gleichmaBig mit ihrer Dauer ansteigt. Er steigt 
vielmehr zu einem Maximum an (z. B. Spaltungsbetrag von 1,26, 
in 1 Stunde Vorbehandlung ansteigend zu 1,98, dann in einer 
weiteren Stunde Vorbehandlung sinkend zu 1,82) und sinkt 
dann wieder, nicht eben stark, aber deutlich zu einem kon- 
stanten Wert. Es ist gewiB, daB diese Schwankungen auBer- 
halb der Fehlergrenzen der Bestimmung liegen. Die Maxima 
bei mittlerer Dauer der Blausiiurebehandlung kénnen im Ein- 
klang mit der zuvor behandelten Erscheinung so gedeutet 
werden: es gibt auch Gruppen im Proteinmolekiil, fiir deren 
Spaltung Papain selbst iiberlegen ist, wiihrend fiir die Mehr- 
zahl der Gruppen das Cyanhydrin sich als wirksamer erweist. 
Kin gewisses Gemisch von Papain und Cyanhydrin, das bei 
unfertiger Blausiiureeinwirkung erhalten wird, gibt unter genau 
gleichen Spaltungsbedingungen die gréBten Spaltungsbetrige. 
Die Versuche wurden so ausgefiihrt, dai man z. B. 10 com 
3°/,iger Kaliumcyanidlésung, mit Salzsiiure auf Methylrot 
neutralisiert, mit 225 mg Papain und 25 ccm m/5-Dinatrium- 
citrat auf 50 ccm bei 40° brachte. Davon wurden 10 ccm 
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sofort entnommen und mit 2g Gelatine in 50 cem bei 40° 
11), Stunden in Reaktion gebracht; zur Titration dienten 
10 cem. Weitere Proben der bei 40° gehaltenen Blausiure. 
Papainlésung entnahmen wir nach 30, 60 usw. Minuten, um 
unter den namlichen Bedingungsn die Proteolyse zu messen, 


Tabelle 3. 


Hydrolyse von Gelatine bei 40° in 90 Minuten unter Aktivierung durch 
Blausiiure (ecem n/5-KOH). 





























Fir — oe Dauer der Aktivierung vor 
Hydrolyse von 0,4 g dem Vermischen mit Substrat 
_ |Gelatine in 10 ecm 
Nr. angewandt (Stunden) 
Papain Blausiure = | ee mentee: 7.3 
(mg) (mg) | 0 | 3 1 2 liingere Zeit 
1 90 | 0,98 | 1,30 | 1,48 | — | 1,84 | 1,38 n. 3%/, Std. 
2 90 | 24,4 1,28 | 1,91 | 2,00 | 1,91 | _ 
8 90 | 4,8 1,26 | 1,76 | 1,98 | 1,82 /1,88n. 6, 
4 45 | 4,8 083) — | 1,48] 1,45) 147m. 19 ,, 
5 ae ie 0,53 — | 0,79 | 1,03 | 1,07 n. 19 _,, 








Das Cyanid kann seine aktivierende Wirkung, wie 
L. B. Mendel und A. F. Blood?) sorgfiltig erértert haben, 
durch Beseitigung bzw. Abschwiichung von Hemmungskérpern 
ausiiben oder es kann sich als Koenzym mit dem Papain 
verbinden. Die Beseitigung der Blausiure aus der aktivierten 
Enzymlésung durch einen Luftstrom oder durch Dialyse 
hinterlaBt nach Mendel und Blood das Enzym in nicht 
aktiviertem, wieder aktivierbarem Zustand. Es war nun zu 
priifen, ob nach Entfernung der Blausiure von dem einmal 
aktivierten Enzym und bei erneutem Versetzen mit Blausiure 
die Aktivierung denselben zeitlichen Verlauf aufweist, wie wir 
ihn oben beschrieben. Dies ist der Fall; man darf darin eine 
weitere Bestiitigung fiir die angenommene Rolle des Akti- 
vators erblicken, der mit dem Enzym eine dissoziierbare Ver- 
bindung bildet. 

Zur Entfernung der Blausiure fanden wir am geeignetsten 


1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 8, S. 177 (1910). 
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das Kindampfen der Liésung im Vakuuim auf etwa 1/,, was in 
dem vor kurzem beschriebenen’) Apparate bei Zimmertempe- 
ratur in weniger als 1/, Stunde gelingt. 450 mg Papain 
wurden mit 20 ccm neutralisiertem 3°/,igem Kaliumcyanid 
(250 mg HCN) und 50 ccm m/5-Citrat auf 100 ccm gebracht 
und 3 Stunden auf 40° erwirmt. Die enzymatische Wirk- 
samkeit, gemessen mit 2 ccm dieser Lisung bei 40° in 
1'/, Stunden durch Kinwirkung auf 0,4 g Gelatine in 10 ccm 
entsprach sofort nach Ansetzen mit Blausiure 1,18 ccm 
n/5-KOH, mit 3 Stunden Vorbehandlung 1,90 com. Nach dem 
Verjagen der Blausiiure stellten wir durch erneuten Zusatz 
von Cyanid und Auffiillen annihernd die urspriinglichen Be- 
dingungen wieder her. Den zeitlichen Verlauf, den Nr. 4 der 
Tabelle 4 verzeichnet, driickt das Ansteigen des Spaltungs- 
betrages von 1,07 auf 1,73 bei 2—3 Stunden Dauer aus. Auch 
die Kigentiimlichkeit eines Maximums (1,81) bei einstiindiger 
Aktivierung findet sich wieder. 

Wenn man bei verschiedenen in einem folgenden Abschnitt 
niher beschriebenen Verfahren der Reinigung z. B. durch 
Adsorption mit Tonerde die Menge des aus den Liésungen in 
Adsorbate und Elutionen iibergehenden Enzyms quantitativ 
verfolet unter Aktivierung mit Blausiure, so st6Bt man aut 
keinerlei Unstimmigkeiten, die vorkommen miiBten, wenn es 
Begleitstoffe des Papains waren, auf welche die Blausiure 
wirkt. Die gereinigten Priparate ergaben auch genau denselben 
zeitlichen Verlaut der Aktivierung wie der Succus Caricae 
Papayae. 

Reinigung durch Alkoholfillung. Die Papainlésung (6 g 
in 400 ccm) wurde zuniichst unter Zusatz von Blausiure (1,5 ¢ 
wassertrei) 3 Tage auf 40° erwirmt, um die im Rohprodukt 
enthaltenen Proteine tunlichst abzubauen. Die Menge des 
Knzyms blieb konstant. Aus einem Sechstel der Fliissigkeit 
fillten wir bei einer Alkoholkonzentration von 80°/, das Papain 
aus, um es nach dem Abzentrifugieren wieder in Wasser zu 


1) R. Willstitter, J. Graser und R. Kuhn, Diese Zs, Bd. 123, 
(1922) und zwar S. 30. 
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l6sen und im Vakuum von den Resten der Blausiure zy 
betreien. Die Lésung enthielt nun das Papain in 95°/, der 
angewandten Menge und fast 2'/,fachem Reinheitsgrad. Hine 
Enzymmenge, die 450 mg Rohpapain entsprach, wurde auf die 
urspriingliche Verdiinnung gebracht und mit 50 ccm m/5-Citrat 
und 20 ccm neutralisiertem 3°/,igem Kaliumcyanid vermischt, 
um mit je 2 ccm bei 40° in 1'/, Stunden die Wirkung auf 
0,4 ¢ Gelatine in 10 ccm zu bestimmen. Die Abhingigkeit 
der Aktivierung von der Zeitdauer ist aus Tab. 4, Nr. 2 er- 
sichtlich. 

Reinigung durch Adsorption. Das Enzym (1 g) wurde mit 
Tonerde (0,5 g Al,O,) aus 250 ccm mit etwas Ammoniak genau 
neutralisierter und 45°/, Alkohol enthaltender Lésung adsorbiert; 
9°/, vom Papain hinterblieben in der Restlésung. Aus dem 
Adsorbat wurde das Enzym sofort mit 250 ccm n/20-Kssig- 
siure eluiert und zwar, um die Auflésung von Tonerde zu 
verhiiten, unter Zusatz von 830mg Ammonsulfat. Die Elutions- 
ausbeute betrug 79°/, vom angewandten, 87°/, vom adsorbierten 
Enzym. Zur Messung des zeitlichen Verlaufes der Aktivierung 
(Tab. 4, Nr. 3) brachten wir das Enzym in gleiche Konzen- 
tration und Versuchsbedingungen wie in den friiheren Beispielen. 


Tabelle 4. 
Aktivierungsverlauf mit Papain von verschiedener Reinheit und Vor- 
behandlung. 
(Hydrolyse von 0,4 g Gelatine in 10 cem bei 40° in 1'/, Stdn.; etwa 
9 mg Papain, 4,8 mg CNH.) 





Dauer der Einwirkung vor dem Ver- 
Nr. Vorbehandlung mischen mit Substrat (Stunden) 
1 Min. i, | : |. 2 | lingere Zeit 











1 any Sermaits Nr. : 3 von | | | 














“Tab.8. 0... -{ 1,26 | 1,77 | 1,98 | 1,82 |1,83n. 6 Stdn. 
2 | gereinigt durch ditkcstest- | | 
fillung. . . . . .| 1,11 | 1,80 | 1,94 | 1,86 |1,82n. 4 ,, 
3 | gereinigt durch Tonerde- | | 
adsorption . . 1,31 | 1,82 | — | 1,98 — 
4 1 aktiv., von CNH befreit, | | | 
wieder aktiviert . . 1,07 1,60 1,87 | 1,70 /1,73n. 18 _,, 
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3. Abhingigkeit von der Wasserstoffzahl. 
: Die Literaturangaben iiber das optimale Wirkungsgebiet 

des Papains sind widersprechend. Nach A. Baginski?) liegt 
~ das Optimum im neutralen Gebiet, nach O. Emmerling?) und 
“nach J. E. Rippetoe*) im  schwach alkalischen, nach 
H. T. Graber‘) im saueren. Genauer und mit neueren Mitteln 
(Kinstellung mit NaOH oder HCl und Priifung mit Indicatoren, 
' Formoltitration) hat EK. M. Frankel®) die Abhingigkeit von 













er- der Aciditiit gepriift, bei Gegenwart von Blausiiure und ohne 
sie. Fir Papain ohne Cyanwasserstofi ergab sich ein aus- 
uit gesprochenes Optimum bei etwa p,,= 5 mit scharfem Abfall 
au nach beiden Seiten, und zwar mit steilerem nach der sauren 
rt; hin. Fiir Papain mit Blausiiure zeigte dagegen die p,,-Aktivitits- 
om kurve nach der alkalischen Seite hin flachere Senkung und 
ig- ihre Form schien von der Enzymmenge wesentlich abhingig 
au zu sein. 
18- Um fiir die Cyanidaktivierung mit lingerer Dauer der 
en [fF Vorbehandlung, die sich aus unseren Versuchen als giinstigste 
ng q Anwendung des Enzyms ergeben hat, den Einflu8 der Wasser- 
n- § stoffionenkonzentration zu ermitteln, stellten wir vergleichende 
Nn. Versuche an bei Abwesenheit von Blausiure und mit Blausiure 
unter 2stiindiger Vorbehandlung. Das Ergebnis war einfach, 
vielleicht dank dem brauchbaren Verfahren der Peptidtitration. 
vr- Im ersten Falle waren die Angaben von EK. M. Frankel voll- 
stiindig zu bestiitigen. Fiir das Papaincyanhydrin wurde hin- 
vial seven unter den gewihlten Bedingungen eine ganz gleich- 


lautende p,,-Aktivititskurve gefunden (Fig. 1). 

Ks ist bemerkenswert, daB das gefundene Optimum recht 
| nahe mit dem isoelektrischen Punkt der Gelatine zusammen- 
| fillt, den neuerdings wieder S.C. Rawling und W. Clark‘) 
bei p,, = 4,7 gefunden haben. Ks bleibt festzustellen, ob dieses 


) Diese Zs. Bd. 7, S. 211 (1883). 

*) Chem. Ber. Bd. 35, S. 695 (1902). 

‘) Jl. of Ind. and Engin. Chemistry Bd. 4, S. 517 (1912). 
*) Jl. of Ind. and Engin. Chemistry Bd. 3, 8. 919 (1911). 
) Jl. of Biol. Chem. Bd. 8, S. 177 (1910). 

®) Jl. Chem. Soc. London Bd, 121, 8. 2830 (1922). 
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Zusammentreffen auch fiir andere Substrate Geltung hat 
Die von J. H. Northrop?) und anderen Forschern vertretene 
Annahme, daB Pepsin vorwiegend mit positiven, Trypsin schnelle; 
mit negativen Proteinionen reagiert, wire dann dahin zu ey. 
giinzen, daB das Papain und vielleicht noch einige andere 
pflanzliche Proteasen das undissoziierte KiweiBmolekiil angreifen, 
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Fig. 1. pyy-Abbangigkeit der Papainwirkung mit Blausiure-Vorbehandlung 
und ohne Blausiure. 


Die Wasserstofizahl wurde mit den Citrat-, Phosphat- und 
Ammoniumpuffern nach S. P. L. Sérensen wund_ nach 
L. Michaelis eingestellt. Ihre zweckmiBig anzuwendende 
Konzentration reichte im stirker sauren oder alkalischen 
Gebiet nicht aus, um im Hydrolysenansatz das p,, des Puffers 
zu erhalten. Daher wurde die erreichte Wasserstoffzahl nach 
der Indicatorenmethode gepriift (mit einer Genauigkeit von 
+ 0,2 Einheiten). Die Verschiebung wihrend der Spaltung 
ist im Bereich von p,, = 4—T zu vernachlissigen, auf beiden 
Seiten von der isoelektrischen Zone der Gelatine betrigt sie 
bis zu 0,7 Kinheiten. Als p,, der Mischung ist in den Tabb. 5 





) Jl. Gen. Physiol. Bd. V, S. 263 (1922—1925). Ferner Naturw. 
Bd. 11, S. 713 (1923) und zwar S. 717. 
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und 6 der nach der halben Spaltungszeit gefundene Wert 
eingesetzt. 

p,-Abhingigkeit ohne Blausiiure. 45 mg Papain brachten 
wir im MeBkolben mit den unten angegebenen Puffermischungen 
und mit 2g Gelatine auf 50 ccm und ermittelten die bei 40° 
in 2Stunden erreichten Spaltungen durch Titration von 10 ccm- 
Proben. Die in der Tab. 5 (und in Fig. 1) verzeichneten 
Werte zeigen das Optimum bei p,, = 5,0 mit steilerem Abfall 
nach dem sauren Gebiet. Die steile Form der Kurve scheint 
fir die Kinheitlichkeit des Enzymmaterials zu sprechen, sie 
beweist das Fehlen von beigemischtem Pepsin. 


Tabelle 5. 


Papainwirkung bei verschiedenem p,;;. (Ohne Blausiiure.) 
(0,4 g Gelatine in 10 cem mit 9 mg Enzym; 40°, 2 Stunden.) 





Pu des | py der Spaltung 
Puffers | Loésung | (ecm n/5-KOH) 





Zusammensetzung des Puffers 


2cem m/5-Citrat: HCL=1:9 . . 1,2 3,8 0,96 














2eem m/5-Citrat: HCl=1:1 . . 4,0 4,3 1,27 
Seem mfS-Gleet .. ww ls 5,0 5,0 1,37 
2cem m/d-Citrat: NaOH = 5,4: 4,6 6,4 6,2 1,24 
2cem m/3-Phosphat: 8:2... . 7,4 7,2 0,93 
2cem n/i-NH,Cl: NH, =1:8 . . 9,8 9,5 0,29 


p,-Abhingigkeit nach 2stiindiger Aktivierung mit Blau- 
siure. Proben von Papain (je 45mg) wurden mit 25 mg Blau- 
siure im Volumen von 10 ccm angesetzt und zwar mit gleich- 
bleibendem Zusatz von 1 ccm m/5-Dinatriumcitrat, das wir 
fir die Bereitung der Puffer zum Spaltungsansatz so weit als 
miéglich beriicksichtigten. Die EKinwirkung der Blausiiure bei 
40° dauerte 2 Stunden. Dann fiigten wir die einzelnen Puffer- 
gemische und 2g geléste Gelatine hinzu und fillten auf 
00 ccm auf. In diesen Versuchen (Tab. 6) ermittelten wir die 
Spaltungsbetrige mit nur je 5 ccm der Lisung; aber die 
gefundenen Werte sind in die graphische Darstellung zum 
Vergleich mit der vorangehenden Versuchsreihe verdoppelt 
eingesetzt. Die Aktivititskurve unterscheidet sich nicht merk- 
lich von der ohne Blausiure ermittelten. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschiift f. physiol. Chemie. CX XXVIII. 14 
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Tabelle 6. 


Papainwirkung bei verschiedenem py. (Aktivierung mit 2,5 mg ONY 
in 2 Stunden.) 
(0,2 g Gelatine in 5 cem mit 4,5 mg Enzym; 40°, 2 Stunden.) 





eee 





Po des | py der Spaltung 

















Zusammensetzung des Puffers Paffers | Lisung |(cem n/5-KOH) 
leem m/5-Citrat: HCL=1:9 . . 1,2 3,8 0,58 
leem m/5-Citrat: HCl=1:1 . . 4,0 4,3 1,14 
loom m/btae . 6. te es 5,0 5,0 1,18 
leem m/5-Citrat: NaOH = 5,4: 4,6 6,4 6,3 1,02 
1cem m/3-Phosphat= 8:2 .. . 7,4 6,8 0,87 
1cem n/1-NH,Cl: NH, = 4:6 . . 9,0 7,5 0,68 
leem n/1-NH,Cl: NH, =1:8 . . 9,8 9,3 0,29 


4. Nachweis von Blausiure mit Hilfe des Papains, 


Auf die Aktivierung des Papains, die in bedeutendem 
MaBe schon von auferst geringen Mengen Blausiure hervor. 
gerufen wird, liBt sich ein empfindliches Verfahren des Cyanid- 
nachweises griinden, das die bekannten Reaktionen auf Blau- 
siure noch iibertreffen diirfte.1) Die untere Grenze, bis zu 
welcher die Anwesenheit von Cyanid bei der EiweiBspaltung 
des Papains noch zu einwandfreien Ausschligen fiihrt, war in 
unseren Versuchen bei etwa 0,0016 mg CNH im Volumen von 
1—2?/, ccm, die zur Messung der Hydrolyse mit Enzym und 
Substrat auf 5 ccm zu bringen waren. Bei solchen Spuren 
von Blausiure bot ihre lingere Einwirkung auf das Enzyw 
vor dem Vermischen mit Gelatine keinen Vorteil. Zu beachten 
ist, da& Schwefelwasserstoff gleichartig wie Blausiiure zu aktt- 
vieren vermag und dieselbe Méglichkeit besteht auch fiir noch 
unbekannte Aktivatoren. (Mit negativem oder geringfiigigem 
Resultat wurden gepriift Acetonitril, Benzonitril, Acetamid. 
Harnstoff, Guanidin, Phenylhydrazin, Hydroxylamin, Caffein, 
Amygdalin.) 

In 2 MeSkolben wurden je 50 mg kaufliches Papain mit 
2g Gelatine und 5 ccm m/38-Dinatriumcitrat auf 50 ccm ge- 


) wohl auch den Nachweis als Ferrirhodanat in der empfindlichen 
Ausfiihrung von P, Lavialle und L. Varenne, Jl. Pharm. et Chim. 
[7] Bd. 17, 8. 97 (1918). 
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pracht und auf 40° erwirmt, einmal mit 0,04 mg KCN, im 
» anderen Falle ohne diesen Zusatz. Den Verlauf der Spaltung 
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verfolgten wir durch Titration von 5ccm-Proben. Anfangs war 
das Uberwiegen der Spaltung bei Anwesenheit des Cyanids 
gering, nach 4 Stunden aber betrug das Mehr schon 27, nach 
§ Stunden 43°/,. 


———— 





Reaktionszcit in initia 


1 1/, | 2 4 8 
ohne Blausiiure. . 0,37 | 0,44 | 0,50 0,56 0, 65 ecm mane KOH 
mit 0,0016 mg CNH 0,44 0,51 0,60 0,77 | 0,93 cem n/5-KOH 

















Um auf eine Spur Blausiure in 1—2 ccm Loésung zu 
priifen, bringen wir diese also unter Zusatz von 0,2 g geléster 
Gelatine und 0,5 ccm mol/5-Dinatriumcitrat auf das Volumen 
von 5 ccm und machen einen Vergleichsversuch mit Papain 
ohne Aktivierung (oder zwei Vergleiche, ohne und mit Akti- 
vierung durch 0,002 mg Blausiure). Die beiden Spaltungs- 
ansiitze werden nach 8 Stunden langem Erwirmen auf 40° 
mit 50° warmem absolutem Alkohol aufs 10fache verdiinnt 
und mit n/5-alkoholischer Kalilauge (Indicator Thymolphthalein ’) 
titriert. Die Gegenwart von Blausiure verrait sich durch 
gréBeren Spaltungsbetrag, im angefiihrten Beispiel durch ein 
Mehr von 0,28 com n/5-KOH. 


5. Papainmenge und Reaktionsgeschwindigkeit; 
Bestimmungsmethode. 


Die Abhingigkeit des zeitlichen Verlaufs der Hydrolyse 
von der Enzymmenge wurde untersucht, um darauf eine Be- 
stimmungsmethode fiir Papain zu griinden, welche verschiedene 
Ausgangsmaterialien zu vergleichen und bei den Adsorptions- 
versuchen oder anderen Reinigungsvornahmen die Ausbeuten 
zu verfolgen erlaubt. Um den Vorteil der Blausiureaktivierung 
auszuniitzen, vergleichen wir die Beziehung zwischen den Mengen 
Papaincyanhydrin und der Reaktionsgeschwindigkeit mit der 


1) in Darstellung des Indicators siehe R. Willstitter und 
E. Waldschmidt- Leitz, Chem. Ber. Bd. 56, S. 488 FuBnote (1928). 
14* 
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Aktivierungsdauer null und der zur Erreichung eines konstantey 
Aktivierungseffektes ausreichenden Vorbehandlungszeit yop 
2 Stunden. Die beiden Versuchsbedingungen ergaben keiney 
wesentlichen Unterschied, abgesehen von der gréBeren Ge. 
schwindigkeit nach Inkubation mit Blausiure. Daher ergaben 
uns quantitative Bestimmungen des Papains unter Blausiure. 
aktivierung mit und ohne solche Vorbehandlung iiberein. 
stimmende Werte. 

Die abgewogenen Papainmengen wurden mit 25 mg Blav. 
siure in 20 ccm Volumen vereinigt, entweder so, daB man 
sofort die Gelatine zusetzte und auf 40° erwairmte oder dai 
man zuerst 2 Stunden lang bei 40° die Aktivierung bis zun 
Endwert verlaufen lie8. In beiden Fallen vermischten wir das 
Enzym, das auch mit 5 ccm m/5-Citrat und mit Toluol versetzt 
war, im 50ccm-MeBkolben mit 2g Gelatine (30 ccm 6,6°/, iger 
Lésung). Den Verlauf der Hydrolyse bei 40° ergab nach 
verschieden Zeiten die Titration von je 10 ccm in 90°/iger 
alkoholischer Liésung mit n/5-KOH. Die ohne Blausiure- 
vorbehandlung gefundenen Werte sind in der Tab. 7, die Ergeb- 
nisse mit Endwertaktivierung in der Tab. 8 und Fig. 2 ver- 
zeichnet. Man findet wohl bei den mittleren angewandten 
Papainmengen (5—10 mg in 10 ccm Gelatinelésung) fiir einen 
sewissen Grad der Proteolyse das Produkt aus Enzymmenge 
und Reaktionszeit annihernd konstant, aber einerseits die ganz 


Tabelle 7. 


Zeitlicher Verlauf der Hydrolyse mit verschiedenen Papainmengen unter 
Aktivierung durch Blausiiure (5 mg) und zwar ohne Vorbehandlung. 
(Spaltung von 0,4 g Gelatine in 10 ccm bei 40° wihrend 2 Stunden, 
Citratpuffer von p;; = 5,0; gemessen mit n/5-KOH.) 




















Enzymmenge (mg) fir Reaktionsdauer in Stunden 
) >. ene ae # 
in 10 eem sP | 1 | 1'/, | 2 
2 0,17 | 0,80 | 0,50 0,66 
4 0,31 | 059 | 0,76 1,06 
10 057 | O91 | 1,28 1,51 
15 0,68 | 1,11 150 | 1,82 
20 ot | ae 1,52 1,88 
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iten Keinen, wie auch die gréBeren Knzymmengen bleiben in der 






















































































von Leistung zuriick; nur in sehr langen Spaltungszeiten nihert 
ney / sich auch in diesen Fallen das Produkt aus Knzymmenge und 
Ge. [EP Reaktionszeit fiir einen bestimmten Spaltungsgrad annihernder 
ben # Konstanz. 
ial & 
eln- 
8 
8 
au & 
nan ™ 
dag 
un 
das 4 10 - 
tat Oe 
| 
ger 
ach 
ger 0 3 2 3 4 Std. 
5 ; 
ire- : Fig. 2. Geschwindigkeit der Gelatinespaltung mit verschiedenen Papainmengen 
3 (unter Vorbehandlung mit CNH). 
eb- & 
er Tabelle 8. 
ten : Zeitlicher Verlauf der Hydrolyse mit verschiedenen Papainmengen unter 
len @& Aktivierung durch Blausiiure (5 mg) und zwar mit 2stiindiger Vor- 
nee behandlung. 
, © (Spaltung von 0,4g Gelatine in 10cem bei 40° wihrend 4 Stunden, 
ang je =P § * § 
7 Citratpuffer von py = 5,0; gemessen mit n/5-KOH.) 
Enzymmenge (mg) Reaktionsdauer in Stunden 
er F fir 0,4 g Gelatine ) | cima anaeuniel 
y in 10 cem 1s 1 | 1%, 2 | 4 
ea, - = 3 —— 
4 1,25 0,26 0,50 0,66 0,82 | 1,14 
—- 2,5 0,61 0,97 ‘i 1,40 | 1,77 
4 5 0,87 1,26 1,54 1,77 | 2,20 
: 10 1,24; 1,22) 1,77;1,68} 2,02 | 220 | 2,62 
j 20 1,50 1,96 — | ae) ae 


Auf die Messungen der Tab. 8 griindet sich die Bestimmungs- 
methode. Die in dieser Versuchsreihe in 1 Stunde durch 
Knzymmengen von 1:16 (1,25—20 mg kiufl. Succ. Caricae) 
erzielten Spaltungen stellen wir in Fig.3 dar, um aus der 
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unter den gegebenen Bedingungen (0,4 g Gelatine in 10 ccm, 
40°, 1 Stunde; p,, = 5, 2stiindige Vorbehandlung mit 5 mg CNH) 
gefundenen Gelatinespaltung die Menge vorhandenen Papains 
abzuleiten. Diese Bestimmungsmethode ist freilich nicht all- 
gemein und genau reproduzierbar und die in unserer und 
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Papain 
Fig. 3. Papainmenge und Grad der Hydrolyse (1 Stunde). 


kiinftigen Arbeiten resultierenden Papainmengen werden sich 
nicht genau vergleichen lassen, zunichst weil die Gelatine kein 
Substrat von konstanter Zusammensetzung ist.') Auch ist es 
nicht ganz gewif, daf die Aktivierung durch Blausiure andere 
Einfliisse, sei es der Aktivierung oder Hemmung, begleitender 
Stoffe véllig auszugleichen vermag. Daher laBt sich nicht eben- 
sogut eine Papaineinheit festsetzen wie etwa eine Lipaseeinheit 
fiir die Substrate Olivenél, Methylbutyrat und Triacetin. Fiir 
unsere Untersuchung mag aber, da es einfach und zweckmibig 
ist, mit den Papainmengen der Fig. 3, nimlich den Milligrammen 
des als Succ. Caricae Papayae von E. Merck bezogenen rohen 
Papains, als Papaineinheit gerechnet werden. 


6. Spezifitat des mit Blausiure aktivierten Papains. 


Blausiiure beeinfluBt die Papainwirkung nicht einfach im 
Sinne einer Geschwindigkeitssteigerung, soudern das sogenannte 





1) Angewandt wurde die beste Sorte der Deutschen Gelatine- 
werke A.-G. in Schweinfurt. 
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Cyanhydrin des Papains ist als proteolytisches Enzym spezifisch 
fir gewisse Substrate. Schon im zweiten Abschnitt waren 
Beobachtungen iiber den zeitlichen Verlauf der Aktivierung im 
Sinne der Unterscheidung von Papain und Papaincyanhydrin 
als zweier spezifischer proteolytischer Enzyme gedeutet worden. 
Im folgenden soll an verschiedenen Fallen gezeigt werden, dab 
Substrate gegen Papain resistent sind und von blausiure- 
aktiviertem Papain gespalten werden. Der im zweiten Ab- 
schnitt angedeutete umgekehrte Fall, daf Papain fiir gewisse 
Enzymkomplexe spezifisch wirksam, das Cyanhydrin unwirksam 
oder mindestens weniger wirksam wire, bleibt noch aufzusuchen. 

a) Hydrolyse von Pepton aus Albumin. In qualitativen 
Versuchen beobachteten L. B. Mendel und A. F. Blood?) 
bereits, daB fiir die Spaltung von Pepton Witte, iibrigens auch 
fir das Auftreten von Leucin und Tyrosin, bei der Spaltung 
von Kieralbumin die Anwesenheit von Cyanwasserstoff er- 
forderlich ist. 

Das kaufliche Pepton ex albumine von EK. Merck, nach 
dem Merckschen Index durch Pepsinwirkung gewonnen, ist 
bestindig gegen Papain ohne Blausiure. Pepsin und Papain 
sind hier in ihrem Abbauvermégen iibereinstimmend. Man 
findet in der ersten Stunde der Kinwirkung von Papain eine 
geringe Anfangsspaltung; sie nimmt in den folgenden Stunden 
und Tagen gar nicht zu. Es scheinen also im Pepton nur 
vereinzelte, fiir das nicht aktivierte Papain angreifbare Bindungen 
vorhanden zu sein, nach deren Lésung die Reaktion stillsteht. 
Papain mit Cyanwasserssoff bewirkt dagegen in fortdauernder 
Hydrolyse einen langsamen, aber tiefgehenden Abbau. 


























Reaktionsdauer Reaktionsdauer 
in Stunden in Tagen 

REIS PTET. 
o_o I ome ee A TT 
. | 0,17 im 
Papain ohne CNH . . . . . 10,16) — |0,16]0,14] — | — oi 
Papain vorbeh. mit 2,5 mg CNH | 0,22 |0,31|0,41]0,71|0,94|1,09| {449 im 
. 9 mg 78 |» | ? ’ ’ ? ganzen 
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) Jl. of Biol. Chem. Bd. 8, 8S. 177 (1910) und zwar S. 205. 
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In dieser Versuchsreihe enthielt jede Probe zur Titration & 
0,2 g Pepton mit 4,5 mg Enzym und 1 ccm m/5-Citrat in 5 ccm, & 

b) Bei Peptonen aus Gelatine, die wir mit dem Papain & 
selbst durch weitgehenden Abbau gewannen, war der Unter. 
schied zwischen dem Enzym ohne und mit Blausiure noch & 
schirter. 

Darstellung und Fraktionierung der Peptene. Das durch & 
Papain gebildete Gemisch von Abbauprodukten zerlegten wir 
in 4 Fraktionen auf Grund der abgestuften Léslichkeit in & 
90°/,igem Methylalkohol, 90°/,igem Athylalkohol und absolutem § 
Alkohol. 
100 g Gelatine (entsprechend 83 g wasserfreier Substanz) § 
wurden in 800ccm mit 2,4g Succ. Caricae Papayae 3 Stunden § 
bei 65° und tiber Nacht bei 30° behandelt unter Zusatz von 
0,3 g¢ KCN (neutralisiert) und 16ccm n-Acetatpuffer 1:1. 
Nach dem Filtrieren vermischten wir die Fliissigkeit mit 
Methylalkohol zu einem Gehalt von 90 Vol.-°/,; dabei entstand 
der gut filtrierbare, aber hygroskopische Niederschlag I. Da 
Athylalkohol vom gleichen Wassergehalt viel weniger von den 
Peptiden list, dampften wir das Filtrat im Vakuum ein und 
verdiinnten die auf 200ccm gebrachte wiBrige Lésung bis 
zur Triibung mit Alkohol, um sie dann unter Rihren bei 
— 7° in die fiir eine 90 volumprozentige Mischung berechnete 
Menge Alkohol einzutragen. Der entstandene, sehr reichliche 
Niederschlag II war nur bei tiefer Temperatur gut filtrierbar. 
Darauf verdampfte man das Filtrat im Hochvakuum zur voll- 
kommenen Trockne und zerlegte den Riickstand mit abso- 
lutem Alkohol in 2 Anteile, das in Alkohol Unldésliche III und 
das darin Lésliche IV. 

In einem der anlogen Versuche unterwarfen wir das 
Produkt der Proteolyse vor dem Fraktionieren einer Reinigung 
durch Elektrodialyse zur Beseitigung der Mineralbestandteile 
(7 Stunden bis herab zu annahernder Konstanz, weniger als 
1/,, der anfainglichen Stromstirke). Der Aschegehalt ging von 
etwa 4 auf 0,2 °/, zuriick, das ganze Substanzgewicht um 19°/,. 
Die Niederschliige fielen dann in weniger giinstiger, kolloider 
Form aus, waren aber minder hygroskopisch. 
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Alle Fraktionen geben die Biuret- und die Ninhydrin- 


reaktion, auch alle die Millonsche Reaktion, die léslichsten 
' aber ziemlich schwach. Sie geben mit Phosphorwolframsiure 
'und mit Tannin starke Fillungen, dagegen keine mit Ferro- 
' cyanwasserstofisaure. 


Diese verschiedenen Peptonanteile, deren Prozentbetrage 


und ungefiihre Aquivalentgewichte in der Tabelle 9 verzeichnet 
sind, zeigen bedeutende Differenzen zwischen der Titration in 
50% iger und 97°/,iger alkoholischer Lésung unter Anwen- 
_ dung von Phenolphthalein oder in 50°/,igem Alkohol mit diesem 
und in 90°/,igem Alkohol') mit Thymolphthalein. Auf diesem 
' Unterschied beruht der Vorschlag von R. Willstatter und 
EK. Waldschmidt-Leitz?), Gemische von Aminosiiuren und 
_ Peptiden zu beurteilen. Dies ist allerdings nicht eine genaue 
| Bestimmungsmethode, es ist nur eine Schatzung, die infolge 
der verwickelten Zusammensetzung des proteolytischen Materials 
mit bedeutenden Fehlern behaftet sein mu’. Aminodicarbon- 
_ siuren werden die Bestimmung stéren, da das eine von ihren 
| Carboxylen schon in 50°/,igem Alkohol voll titrierbar ist, 


Tabelle 9. 


Peptidgemische aus Gelatine. 



































oe 7 $ Ee Schatzung d. Titrat. 
aoe E sg jin 50- u. 90°/,igem 
ao Léslichkeit ass Alkohol 
3 ae 3 & = . Amino- 
“a 8 baa & Peptide | giuren 
Vers. Frakt. I] 23 unldsl. 90°/,ig. Methylalk.} 500 80 20 
| » Il] 41 » 90° ig. Athylalk. | 425 77 23 
» Ill] 6,5 » absolut. Athylalk.| 430 80 20 
» IV] 12 losl. Z 470 °° | 
‘Vers. ,, I] 11 unlésl. 90°/,ig. Methylalk.| 610 _ = 
! » IL] 39 »  90°%,ig. Athylalk.} 360 86 14 
, II] 10 , absolut. Athylalk.| 350 — | — 
» aes losl. Ps ¢ 395 —- | = 





) Vgl. E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 132, S. 181 
(1923/24) und zwar S. 195. 
2) Chem. Ber. Bd. 54, S. 2988 (1921). 
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Peptide der Diaminosiiuren werden entgegengesetzte Ab- 
weichungen verursachen, niamlich erst zusammen mit den 
Aminosiuren ganz erfaBt werden. Die in der Tabelle 9 mit. 
geteilten Werte bieten daher nur einen vorliufigen Anhalt 
hinsichtlich der Entstehung von Aminosiuren beim Abbau. 

HKinwirkung des Papains auf die Gelatinepeptone. 

Die Peptonfraktion IZ von zwei Darstellungen gab beim 
Behandeln mit Papain unter den iiblichen Bedingungen (40°, 
Citratpuffer von p,, = 5), aber ohne Blausiure keinen Aciditiits- 
zuwachs. Die folgenden Werte der Titration mit n/5-KOH be- 
ziehen sich auf 5 ccm-Proben, die 0,2 g Pepton mit 4,5 mg 
Enzym und 0,5ccm m/,-Pufier enthalten, und bedeuten die 
Zunahme vom Versuchsbeginn an. 














Reaktionsdauer in Tagen 
1. Priparat . . . .| 0,04 | 001 | 0,01 | 0,06 
2. Priparat . . . .] 0,03 | 0,02 | 0,02 | 0,06 


Bei Einwirkung von blausiurevorbehandeltem Papain 
Tabelle 10) erlitten alle vier Fraktionen von Gelatinepepton 
weiteren Abbau, der monatelang fortschritt. Die durch Al- 
kohol am leichtesten gefillten Peptone ergaben die gréBte 
Acidititszunahme, die léslicheren, schon weiter abgebauten 
waren resistenter. Die Aquivalentgewichte sanken von etwa 
500 (bei I) und 430-—420 (bei II—IV) auf ungefahr 300. Vom 
Aciditiitszuwachs entfielen schitzungsweise bei der I. Fraktion 


Tabelle 10. 


Abbau von Gelatinepeptonen durch Papain mit Blausiiure (cem n/5-KOH). 
(0,2 g Pepton in 5cem, 4,5 mg Papain, 2,5 mg CNH, m/5-Dinatiumcitrat; 40°.) 

















Pepton- . Reaktionsdauer in Tagen 
ett | ee 
I 0,55 





0,70 | 0,89 | 1,16 | 1,81 | 1,43 | 1,49 
0,58 | 0,72 | 0,98 | 1,04 | 1,10 


Ill 0,31 | 0,46 | 0,54 | o72 | 0,93 | 0,98 wp 
IV 0,18 | 0,22 | 0,28 | 0,35 | 0,47 | 063 | — 
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60°), auf neugebildete Aminosiaure, bei II] etwa 50. Bei II 
erstreckte sich in den ersten acht Tagen der Acidititszuwachs 
nur auf Peptide, in den spiteren Wochen aber zu 40 Proc. 
auf Aminosdiuren. Der Anteil der Aminosiuren in diesem 


| Gemisch stieg auf etwa ein Drittel der Titrationsaciditat. 


Ahnliches Verhalten, jedoch zu Anfang raschere Spaltung 


i (Bedingungen wie oben, Blausiureaktivierung) zeigte Gelatine- 
 pepton, das durch Trypsinwirkung gewonnen war. 


1 4 8 32 48 Tage 
0,85 1,13 1,25 1,50 1,68 
Die Aminosauren waren zu Beginn und am Ende des 
Versuches auf ein Drittel der titrierten Aciditaét zu schiitzen. 
Das Aquivalentgewicht sank von 400 auf etwa 240, also tiefer 
durch die Kombination von Trypsin und Papain wie bei der 
Hydrolyse durch letzteres allein. LEbenso fihrte die Trypsin- 


 spaltung des mit Papain gewonnenen Peptidgemisches (Frakt. IT) 
| zu viel kleinerem Aquivalentgewicht (150) als sein mit Papain- 
| cyanhydrin (Tabelle 10) fortgefihrter Abbau. Vom Aciditiits- 
_ zuwachs entfielen hier etwa 85°/, auf Aminosiuren. 


(0,2 g Pepton in 8cem, 30°, 0,4ceem n/l-Ammonpuffer von py = 8,9; 
26 mg Pankreaspriip. Nr. 4, mit Enterokinase ausreichend aktiviert). 
1 2 4 8 16 32 Tage 
1,49 1,94 2,59 2,98 3,54 4,13 cem n/5 KOH 

c) Kinfache Peptide. 

Nachdem O. Emmerling!) sowie Fr. Kutscher und 
Lohmann’) das schon von S. H. Martin*) und von 
S. H Vines‘) erkannte Auftreten von Aminosiuren bei der 
Papainverdauung des Fibrins beobachtet hatten, priiften zum 
ersten Male E. Abderhalden und Y. Terucchi®) die Wir- 
kung von Papain auf ein Dipeptid, Glycyl-l-tyrosin, und fanden 
es spaltbar bei Anwendung von sehr viel Enzym (1 g fiir 





”) Chem. Ber. Bd. 35, S. 695 (1902). 

2) Diese Zs. Bd. 46, S. 383 (1905). 

») Jl. of Physiol. Bd. 5, S. 213 (1884) und Bd. 6, S, 336 (1885). 

‘) Annals of Botany Bd. 16, S. 1 (1902); Bd. 17, S. 237 und S. 597 
(1908); Bd. 18, S. 289 (1904). 

5) Diese Zs. Bd. 49, S. 21 (1906). 
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1,5 g Peptid, 7 Tage). Dieser Beobachtung stehen die Ver- 
suche von KE. M. Frankel’) gegeniiber, der mit Papain, auch 
mit blausiureaktiviertem, keines der Dipeptide Glycylglycin, 
Alanylglycin, Glycylalanin, Alanylalanin und Glycyltyrosin zu 
spalten vermochte. Um Papain und sein Cyanhydrin zu ver- 
gleichen, priiften wir ebenfalls Glycylglycin und das noch nicht 
untersuchte d,l-Leucylglycin, ein Praparat aus E. Fischers 
Besitz, das wir wie das unten erwahnte Tripeptid der Freund- 
lichkeit des Herrn Dr. Hermann Fischer verdankten. Bei 
Versuchen mit Leucylglycin ohne Blausaure variierten wir die 
Wasserstoffzahl durch Anwendung von Acetatpuffer (p,, = 4,7) 
und Ammongemisch (p,, = 8); die Spaltungsversuche mit Blau- 
siure fanden unter zweistiindiger Vorbehandlung statt und 
zwar mit dem iiblichen Citratpuffer von p, = 5,0. Es mag 
geniigen, von den negativen Versuchen einige mit aktiviertem 
Papain auszufihren, 
(*/59) Mol. Peptid in 25cem mit 12,5 mg CNH, 2,5 cem Citrat, 40°; 
titriert je 5 ccm.) 

















Reaktionszeit in Stunden 
ee SS ES 
Glycylglycin (0,336 g Chlorh.) . . + 0,01 : 0,01 
Leucylglycin (0,376 g) . . .. . + 0,00 — 0,01 


Dagegen wird Leucyl-glycyl-leucin durch Papain mit Cyan- 
wasserstoff angegriffen; nach der Zunahme der Titrations- 
aciditit war ein Drittel in Dipeptid und Aminosaure gespalten. 


(Subst. in 10ccm mit 9mg Papain, 5mg CNH, 1cem m/5-Citrat.) 
0,0308 g Tripeptid, 24 Stunden 40°. Spalt. entspr. 0,15 eem n/5-KOH 
0,0680 g % ,48 4 40°, % » 0,37 ccm. 

Einige der durch Papain nicht hydrolysierbaren Substrate 
wurden auf ihre hemmenden Wirkungen gepriift. Fiir Leucyl- 
glycin laBt sich mit Gelatine als Substrat Hemmung des 
Papains nachweisen. Gelatinepepton (dargestellt mit Papain, 
Fraktion IV) wirkt auch hemmend auf die Gelatinehydrolyse 
des Papains wie des Cyanhydrins, wenn auch nicht stark. Be- 


1) Jl. of. Biol. Chem. Bd. 31, S. 201 (1917) und zwar S. 213. 
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trichtlicher ist die Hemmung durch das weniger abgebaute 

kiufliche Pepton aus Albumin. Sie macht sich ebenso gegen- 

iiber Papaincyanhydrin wie gegen Papain geltend. 

0,4 g Gelatine in 10cem, 9mg Papain, zuvor mit 0,2 g Pepton 1 Std. 
bei 40° gehalten, 1 cem m/5-Citrat; 40°, 2 Std.) 


a) Ohne Blausiure. Spaltung d. Gelatine ohne Pepton . 1,05 
Spaltung d. Peptons ohne Gelatine . 0,11 
Spaltung im Versuch . . . . 0,44 


b) Mit Blausiiure (5 mg). Spaltung d. Gelatine ohne i . 2,03 
(Vorbehandlung 2 Stdn.) Spaltung d. Peptons ohne Gelatine . 0,14 
Spaltung im Versuch . . ... . 1,25 


7. Adsorptionsverhalten des Papains. 


Hine erste Reinigung des Rohproduktes la8t sich durch 
Fallung mit Alkohol erzielen, am wirksamsten so, da’ durch 
vorangehendes Digerieren mit etwas Blausiure die beigemischten 
pflanzlichen HiweiBkérper teilweise abgebaut werden. Diese 
Behandlung war bei unserem Ausgangsmaterial wirksamer als 
die Fallung mit Bleiessig nach A. Wurtz, bei der wir das 
Enzym teils in den Niederschlag gehen, teils in der Mutter- 
lauge zuriickbleiben sahen. Bei einem Gehalt von 15mg in 
lecm begann das Enzym beim Vermischen mit etwas weniger 
als dem gleichen Volumen Alkohol auszufallen und die Fial- 
lung war ziemlich vollstindig bei einer Alkoholkonzentration 
von 80°/,. Nach der dreitaigigen Selbstverdauung bei 40° ist 
die Niederschlagsgrenze zu einem Alkoholgehalt von 55°/, ver- 
schoben und die Fallung bei 80°/, noch vollstindiger. Die 
enzymatische Konzentration war nach diesem Umscheiden die 
doppelte bis dreifache. 


Angewandt 135 Papain-Einheiten in 9cem, gefillt mit dem Vier- 
fachen Volumen Alkohol. 

Vers. mit Rohprod. Im Niederschlag 113 Einh., Gew. 64,8 mg; Rein- 
heitsgrad 1,7 fach. 

Nach CNH-Behandl. Im Niederschlag 120 Einh., Gew. 45mg; Rein- 
heitsgrad 2,7 fach. 

Adsorption durch Kaolin (Tabelle 11). Papain 1la8t 
sich aus wiBriger Lésung von Kaolin leicht adsorbieren, wovon 
je nach dem Adsorptionsgrad das zehn- bis zwanzigfache Ge- 
wicht erforderlich ist. Das Verhalten ist in neutralem und 
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angesiuertem, in wiBrigem und alkoholischem Medium iiber. 
einstimmend, etwas ungiinstiger dagegen die Adsorption aus 
ammoniakalischer Lésung. Ganz verschieden davon ist das 
Verhalten gegen Tonerde. 


Tabelle 11. 


Adsorption des Papains 


dureh Kaolin. 
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Sp, ~ be od s 2 2 
25 S = A d oS we 3 Erg g + 
we] EE [EE] Angemanste | Fee | 2 | FB) Ei 
ba | 2 y S | ass 4 ad Eh 

ae a S = vc 

oy | (ccm) m.6 Ay g < < 
1 45 13 ohne Zusatz 26 0,2 43 9,7 
2 45 13 n/20-essigsauer 26 0,2 43 9,7 
3 } 450 | 120 ohne Zusatz 267 2,0 41 9,3 
4 | 450 | 120 | 33°/,iger Alkohol 272 2,0 39 8,7 
5 | 135 15 ohne Zusatz 94 0,6 30 6,7 
6 45 13 desgl. 14 0,5 69 6,2 
71 45 | 18 desgl. 3 08 | 93 | 52 
8 45 13 n/20-essigsauer 3 0,8 93 5,2 
9 45 13 n/20-ammoniak. 10 0,8 17 4,3 


























Adsorption durch Tonerde (Tab. 12). Papain zeigt 
ein sehr charakteristisches Adsorptionsverhalten. Es wird aus 
saurer Lésung schlecht, aus neutraler besser, aus ammonikali- 
scher viel besser adsorbiert. Daher léBt es sich nicht mit 
Ammoniak eluieren, eluierbar ist es durch n/20-Essigsiure, 
auch schon durch Wasser. Die verschiedenen Tonerdepriparate 
wirken ungleich; Aluminiumhydroxyd C ist etwa dreifach wirk- 
samer als das Hydrogel A. Glyceringehalt der sauren Lésung 
verhindert die Adsorption. Viel leichter adsorbiert wird das 
Papain aus alkoholhaltiger Lésung; der EinfluB des Alkohols 
ist schon weit unter der Konzentration der beginnenden Fiillung 
bedeutend. 

In diesem Verhalten ist Papain besonders dhnlich der 
Peroxydase’), wenn auch noch in einigen anderen Fillen, bei 





1 R. Willstitter, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 422, 8. 47 (1920) 
und zwar S. 61. 
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Saccharase und Amylase, Begiinstigung der Adsorption durch 
Zusatz organischer Liésungsmittel beobachtet wird. Das Papain 
oder richtiger sein Komplex mit enger verbundenen Begleit- 
stoffen scheint in wiBriger Lisung basische Eigenschaften zu 
besitzen und in alkoholhaltiger Lésung sauren Charakter zu 
entwickeln. *) 

Unter giinstigen Bedingungen vermag 1 mg AI,O, als 
Tonerdegel C die Papainmenge aufzunehmen, die in 2—5 mg 
Rohprodukt enthalten ist. Dabei folgen aber so viele Begleit- 
stoffe mit, dab das Verfahren in diesen vorliufigen Versuchen 
noch nicht zu giinstigen Reinheitsgraden fiihrte. DaB die 
Begleitstoffe einen starken Kinflu8 auf das Verhalten dieses 
Enzyms ausiiben, laBt sich daraus erkennen, wie sehr sich der 
Adsorptionswert mit dem Adsorptionsgrad indert. Das Ver- 
halten soll im Sinne der Untersuchung von H. Kraut und 
E. Wenzel2): ,Uber Enzymadsorption* mit Messungen an 
reineren Priparaten verfolgt werden. 

In einem Beispiel wurden 450 mg Rohpapain (d.i. 450 Kin- 
heiten) in 50 ccm wibriger Lésung mit etwas Ammoniak 
neutralisiert und mit einer wibrig-alkoholischen Suspension 
von Tonerde C versetzt (15 ccm, 0,225 g Al,O, enthaltend, mit 
54cem Alkohol vermischt), Das in der Zentrifuge abgetrennte 
Adsorbat lieferte mit 120 ccm n/20-Kssigséure eine Elution, 
die 340 EKinheiten, d. i. 75°/, vom angewandten Enzym 
enthielt. 

2cem Elution ergaben unter den Bedingungen der Bestimmungs- 
iethode in 1 Stunde Gelatinespaltung entspr. 1,33 cem n/5-KOH, ent- 
hielten daher 5,3 Einheiten. — 20 ecm Elution gaben 0,0324 g Trocken- 
gewicht mit 0,0031 g (9°/,) Asche, Reinheitsgrad 1,6 fach. 

Von der gewonnenen Elution unterwarfen wir 80 ccm 
(212 EKinh.) erneuter Adsorption aus verdiinnterer Liésung 
(140 com, 54 com Alkohol enth.) mit geringerer Tonerdemenge 
(75mg), daher geringerem Adsorptionsgrade. In der Restlésung 





) Siehe hierzu die Betrachtungen iiber den EinfluB des Alkohols 
in der III. Abh. tiber Peroxydase, R. Willstitter u. A. Pollinger, 
Liebigs Ann. der Chem. Bd. 430, S. 269 [1922/23] und zwar §, 275. 

*) Diese Zs. Bd. 183, S. 1 (1923/24). 
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Tabelle 


12. 


Adsorption des Papains durch Tonerde. 
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ay &p o> m2 ® glo oa 

e =| 28 S.2e| E2%| 8 |S 2S] BBs 

Nr. ea 5 > & Angewandte Enzymlésung he sa as = Bs £5 Ee he 2 & Ss 
=e ‘3 3 5 Si | SES Ke 

Ee. =) ma aa| & & 3 3 & ep 28 = 
om a (ccm) & (g) > 3 Be Bas 

1 450 200 eS a a a 290 C, 1,66 36 100 _~ 

2 450 290 ae ee ee 216 C, 1,66 52 140 50 

3 450 200 n/20-ammoniak. .......... 100 C, 1,66 78 210 55 

4 45 20 pf 35 A, 0,33 22 30 — 

5 45 20 | n/20-ammoniak.. ....... ~~. 15 | A, 0,33 66 91 94 

6 45 20 n/20-essigsauer, 15°/, Glycerin . . 45 C, 0,165 0 0 -— 

7 45 20 | n/20-ammoniak. 14 |C, 0,165] 68 180 _ 

8 150 31 n/20-essigsauer, mit HON 3Tage vorbeh. 126 C, 0,254 16 95 -- 

9 150 66 n/20-ammoniak., ebenso vorbehandelt . 33 C, 0,45 78 260 — 
10 450 120 n/20-essigsauer, 8 80°/, Alkohol. .. . 180 C, 0,55 60 480 — 
11 450 120 | neutral, 30°/, Alkohol . .... . 87 10, 0,55 92 740 60 
12 450 120 n/20-ammoniak., 30°/, Alkohol 47 C, 0,55 90 730 61 
13 450 120 neutral, 30°/, poo" re 69 C, 0,37 85 1030 76 
14 450 120 Mes. ay ge 4 176 | 0, 0,18 61 1520 100 
15 450 120 neutral, 45°/, Alkohol re ae 20 C, 0,37 95 1160 58 
16 450 120 ‘desgl. ae 78 10, 0,18 83 2000 63 
17 450 120 n/25-ammoniak., 33°/, Alkohol . . 28 A, 1,15 94 370 — 
18 300 80 neutral, 25°/, Glycerin, 45°, Alkohol 44 C, 0,15 85 1700 67 
19 75 16 neutral, mit HCN 3 Tage vorbeh., mit 

Alkohol gefillt, gelést, vallacte Alk. enth. 1 C, 0,038 98 1930 — 
20 7D 16 desgl. 8 10, 0.0127] 90 5300 _ 


























| 


} 





e119 BT, 


“Sl 








Uber die Aktivierung des Papains durch Blausiure. 215 


hinterblieben diesmal 86 Kinh., d. i. 40°/,. Das abzentrifugierte 
_Adsorbat wurde mit 50°/,igem Alkohol gewaschen und mit 
reinem Wasser (140 ccm) eluiert. Die neue Elution enthielt 
| 17 Einh, d.i. 61°/, vom adsorbierten Enzym. 

a 2,6 cem Elution ergaben unter den Bedingungen der Bestimmungs- 
| methode in 1 Stunde Gelatinespaltung entspr. 0,59 cem n/5-KOH, enth. 
_ daher 1,4 Einheiten. — 20 cem gaben 0,0049 g Trockengewicht; Reinheits- 
‘ grad 2,25fach, 
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Vergleich von Leberesterase mit Pankreaslipase; iiber die 
stereochemische Spezifitat der Lipasen. 


Achte Abhandlung ttber Pankreasenzyme. 


Von 


Richard Willstitter und Friedrich Memmen. 


(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wisseu- 
schaften in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Mai 1924.) 








Theoretischer Teil. 


Die hydrolysierenden Wirkungen der Enzyme von Pan- 
kreas und Leber auf einfache Ester und hohe Glyceride sind 
in zahlreichen Arbeiten teils allein mit dem pankreatischen, 
teils mit dem hepatischen Enzym untersucht worden, aber 
nur wenig ist zum Vergleich von Pankreas- und Leberenzyn 
bekannt geworden. Unsere Untersuchung behandelt die Frage 
der Spezifitit dieser Enzyme aus den Organen einer Tierart 
(des Schweines). Die Unterschiede zwischen den lipatischen 
Enzymen der einzelnen Organe in ihrer Wirkung auf verschie- F 
dene Substrate und in ihrer Abhangigkeit von aktivierend uni F 
hemmend wirkenden Zusitzen diirfen nicht ohne genaue Pri- 
fung als beweisend fiir ihre Verschiedenheit angesehen werden. F 
Denn die Lipasen sind im besonderen MaBe von ihren Be: § 
gleitstoffen, zuniichst von den natiirlichen, im Verhalten und F 
Wirkungsvermégen abhingig. Bis vor kurzem galt z. B. die f 
Lipase des Magens (vom Schwein) als verschieden von der > 
Pankreaslipase, von der sie als Enzym im _ physiologischen F 
Sinne, nimlich als natiirlicher Enzymkomplex, in der Tat vel- F 
schieden ist. Kin Unterschied besteht in dem Verhiltnis der F 
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» enzymatischen Wirksamkeit in schwach alkalischem und schwach 
> saurem Gebiete (zwischen p,, = 8,6 und 4,7), ein zweiter Unter- 
' schied im Ausbleiben der Aktivierung durch Galle bei manchen 
' Darstellungen des Magenenzyms. Es lieB sich aber zeigen’), 
» daB die Abhingigkeit der lipatischen Wirkung von der Wasser- 
» stoffzahl ,durch ganz andere, kompliziertere Faktoren vor- 


getiuscht oder entstellt* ist und da der Unterschied durch 


die Reinigung mit Adsorptionsmitteln verschwindet. Bei dieser 
Reinigung gelang es auch, einen gallenihnlich wirkenden Be- 
' gleitstoff von der Magenlipase abzutrennen, der infolge seiner 
' aktivierenden Wirkung die sonst der Galle eigentiimliche Wir- 
kung verdeckt hat. 


Der Vergleich lipatischer Enzyme wird also desto mehr 


: Sicherheit gewinnen, je verschiedener die Reinheitsstufen der 
' verglichenen Priparate sind und einen je héheren Grad die 
' enzymatische Konzentration erreicht. 


Die Enzyme des Pankreas und der Leber unterscheiden 


) sich in ihrer Abhingigkeit von Aktivatoren und Hemmungs- 


stoffen und in ihrer Haltbarkeit, in ihrer quantitativen Spezi- 


| fitit fir Substrate aus den einzelnen Gruppen von Estern und 
in ihrer sterischen Spezifitét fiir Substrate von asymmetrischem 
Bau. Es ist nun in unseren Versuchen, diese lipatischen 


Enzyme mittels der Tonerde- und Kaolinadsorption zu reinigen, 


_ nicht gelungen, ihre Unterschiede zum Verschwinden zu bringen 
| oder auch nur abzuschwichen. Die beiden Enzyme sind also 
_ sowohl in reaktionskinetischem wie in physiologischem Sinne 
_ sehr verschieden. Es ist aber ungewi8, ob es sich um eine 
_ Verschiedenheit von ,,.Knzymkomplexen“ handelt, in denen 
' das nimliche Enzym mit verschiedenen Begleitstoffen, die hin- 
i sichtlich seiner Spezifitiitseigenschaften und seiner Abhingigkeit 
"— von weiteren zusitzlichen Stoffen bestimmend und differenzierend 
| wirken, eng verkniipft ist, oder ob die Enzyme selbst, betrachtet 


als chemische Individuen und losgelést von den aktivierend 


) und hemmend wirkenden Begleitstoffen, verschieden sind. 


Das Leberenzym ist bekanntlich viel haltbarer in seinen 


) VII. Abhandlung; diese Zs. Bd. 133, S, 247 (1923/24). 
15* 
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Lésungen als die pankreatische Lipase. Daran indert nw — 
wenig die Reinigung durch einmalige bis dreimalige Adsorptioy 
mit Kaolin und Tonerde. Gewdhnlich erleidet das aus dep 
Adsorbaten eluierte Enzym in den ersten Tagen eine Wir. 
kungsabnahme um */,—1/, und bleibt dann bestiindig. 
ist méglich, daB dem gréBeren Teil des Enzyms durch die 
Reinigung hindurch ein natiirlicher Schutzstoff gefolgt ist. Die 
ungleiche Haltbarkeit, die Pankreas- und Leberenzyme zeigen, 
ist bis jetzt nur an den Enzymen von ungleicher Reinheit be. 
obachtet, wie sie die einzelnen Organe liefern. In noch reineren 
Zustand, als bisher erreichbar, wird vermutlich auch das Leber. 
enzym unbestindig sein. Man kann aus diesem Unterschied 
auf Verschiedenheit nicht der Enzyme selbst, nur ihrer Kon. 
plexe schlieBen. Von den zuckerspaltenden Enzymen unter. 
scheiden sich Saccharase und Maltase auch in dieser Beziehung 
von denen die erstere weitaus stabiler ist. Von diesen ein- 
ander so nahestehenden, aus derselben Zelle stammenden 
Enzymen 1laBt sich eines leicht, das andere schwer schiitzen. 
Man kann aber auch die Saccharase, woriiber in einer folgenden 
Abhandlung von R. Willstitter und K. Schneider berichtet 
werden soll, derart reinigen, daB sie an Haltbarkeit die Mal- 
tase nicht mehr zu iibertreffen scheint. Also nicht die Stabi- 
litiit ist ein Merkmal der Enzyme selbst, sondern es ist 
ihnen ungleiche Stabilisierbarkeit durch die begleitenden Stoffe 
eigentiimlich. 

Die Erscheinungen der Aktivierung und der Hemmung — 
geben ein vollkommen verschiedenes Bild bei Leber- und 
Pankreasenzym. Es gibt fiir letzteres eine Anzahl von akti- 
vierend wirkenden Zusatzstoffen, welches auch die Substrate 
sein mégen, hohe oder niedere Glyceride oder Ester einwertiger 
Alkohole wie Buttersituremethylester. Diese Aktivatoren, wie 
Natriumglykocholat, Natriumoleat, besonders Calciumoleat, ver- 
sagen beim Leberenzym. Sie wirken hier sogar hemmend’} 





1) Es ist schon bekannt (vgl. 1V. Abhandlung; diese Zs. Bd. 129, 
S.1 (1923) und zwar S.18, Tabelle 5), daB es fiir die aktivierende 
Wirkung z. B. von Seife eine optimale Konzentration derselben gibt. 
Wird dieselbe iiberschritten, so sinkt die enzymatische Wirksamkeit. 
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‘und die Reinigung der Leberesterase hat bisher nicht ver- 
‘mocht, sie in dieser Beziehung pankreasihnlich zu machen. Hs 
‘folgt daraus, daB diese Enzyme entweder verschiedenartig sind, 
‘oder daB das Leberenzym schon mit einem aktivierenden, be- 
‘sonders die Spaltung niederer Ester beférdernden Begleitstoff 


Bice a REY 


assoziiert vorkommt, der nicht leicht abgetrennt werden kann; 


‘man darf dabei nicht etwa nur an gallensaures Salz denken, 
Ses miBte sich um einen ungleich stirker wirksamen Akti- 


yator handeln. Freilich ist dann zu beachten, da8 man durch 


'Zusatz von Leberausziigen die Pankreaslipase nur wenig 2u 


beeinflussen vermag. Die gallensauren Salze der Leber haben 


' wohl eine gewisse Wirkung, aber nicht derart, daB sich die 


' Pankreaslipase dem Leberenzym niherte. Die Méglichkeit 
‘ der Identitaét laBt sich nur mit einer Hilfsvorstellung aufrecht 
‘ halten, sei es mit der Annahme, daB das Leberenzym seinen 
| aktivierend wirkenden Begleitstoff fest gebunden hilt, nicht 
‘erheblich abdissoziierend, sei es, daB die Pankreaslipase in 
‘ihrem Komplex durch Begleitstoffe so abgesperrt ist, daB sie 
-einen spezifischen Aktivator des Leberenzymes nicht mehr zu 
' binden vermag. 


Hiner der wesentlichsten Gegensitze zwischen Pankreas- 


: lipase und Leberenzym besteht in ihrer quantitativ weit diffe- 
'rierenden Spezifitat fiir Substrate von verschiedener Konsti- 


LES oO OE Sta ha be sacties 


‘tution. Der Gedanke, aus den Wirkungsverhiltnissen der 
_ beiden Enzyme auf Olivenél und einfache Ester SchluBfolge- 


rungen hinsichtlich ihrer Identitit zu ziehen, lag einer groBen 
und sorgfaltigen Arbeit ,,On the ester-splitting animal enzymes“ 
von A. S. Loevenhart?) zugrunde, die trotz ihrer Bedeutung 
in unserer Literatur leider wenig beachtet worden ist. Die 


-=<Zeitwertverhiltnisse fiir die Wirkungen eines Organs, Pankreas 
| oder Leber, von verschiedenen Tieren auf eine Anzahl von 


: Kstern wiesen Schwankungen auf, die auf wechselnde Bei- 


mischungen zuriickzufiihren waren. Viel gréBere Differenzen 
' zeigte aber die enzymatische Wirksamkeit der beiden Enzyme 


: auf die einzelnen Substrate. ,,The average value of = deter- 





1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 2, S. 427 (1906/7). 
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mined with organs of the pig on ethyl butyrate was 2,52. The 
same determined with olive oil was 0,14.“1) , When the acti. 
vity of the liver extract on the esters of the lower fatty acids 
is compared with that of the pancreas, it is found that the 
liver is several times as active as the pancreas, but when the 
higher fats are used in making the comparison, the activity of 
the liver is but a small fraction of that of the pancreas. 
these observations seem to necessitate the view that the 
ester-splitting enzymes of the liver and pancreas are different.‘ 

Mit derselben Absicht wird im ersten Kapitel der vor- 
liegenden Arbeit gleichfalls das Wirkungsvermégen von Leber 
und Pankreas auf Buttersiiuremethylester, Tributyrin und 
Oliven6l verglichen. Gegeniiber Loevenhart sollen Fortschritte 
dadurch erzielt werden, da8 die Enzyme sowohl in rohem wie 
in gereinigtem Zustand fiir die Messungen*) angewandt und 
da8 die Wirkungsbedingungen der Enzyme besser vergleichbar 
gestaltet werden. Ks war beabsichtigt, durch die Methode der 
ausgleichenden Aktivierung die zufalligen Einfliisse auszuschalten, 
an denen die wechselnden Begleiter der Enzyme Schuld tragen. 
Dieser Ausgleich ist fiir Pankreaslipase im wesentlichen ge- 
gliickt, er laBt sich aber auf das Leberenzym nicht tibertragen. 
Fiir die vergleichenden Bestimmungen erscheint es uns nicht 
erlaubt, die Pankreaslipase die fiir ihre Wirkung wichtigen 
Hilfsstoffe entbehren zu lassen, wenn auch andererseits das 
Leberenzym keine Erginzung seines natiirlichen Komplexes 
zu bendtigen scheint. In unseren Versuchen tritt deutlich 
hervor, daf die Pankreaslipase fiir hohe Glyceride ein sehr 
wirksames Enzym darstellt und das Leberenzym ein dafiir 
sehr ungeeignetes, und daB andererseits das Leberenzym fiir 
die Ester einwertiger Alkohole, wie Buttersiiureester, sehr 
tauglich ist. Man kann das Pankreasenzym als eine Lipase 
bezeichnen, die befihigt ist, auch einfache Ester gut zu hydroly- 





1) §, 444, 

2) §. 455. 

8) §. 456. 

*) Vgl. auch unsere IV. und VI. Abhandl.: diese Zs, Bd. 129, S. 1 
(1923) und Bd. 133, S. 229 (1923/24). 
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| sieren und das Leberenzym als eine Esterase, die nur in ge- 
' ringem MaBe befahigt ist, Fett zu spalten. 


Die Unterschiede, denen Loevenhart begegnet war, gestalten 


: sich nach den neuen Bestimmungsmethoden weit gréBer. Um 
: zB. dieselbe Spaltung wie mit 0,01 g getrockneter und ent- 
' fetteter Pankreasdriise zu erzielen, sind fiir die Hydrolyse von 
: Buttersiuremethylester nur 4 mg, von Tributyrin 1 g, aber 
/ von Olivendl sogar 106 g getrockneter Leber nitig. 


Diese Spezifititsunterschiede kénnten unter der Annahme 


_ der Identitit von Leberesterase und Pankreaslipase nur in ge- 
_ zwungener Weise erklirt werden. Man miiBte nimlich annehmen, 
' daB in den Leberpraparaten die Pankreaslipase nur in sehr ge- 
' ringer Menge enthalten ware und bei der Wirkung auf Olivenél 
unter Hemmung durch zu groBe Seifenmenge stiinde, daB sie 
_ andererseits einen schwer abtrennbaren, iiber die MaSen wirk- 
' samen, spezifischen Aktivator einfachen fiir die Spaltung der 
Ester mitfiihrte, der ihre hohe Affinitat zu diesen Substraten 
| bedingen wiirde. 


Als ein besonderer Fall der strukturchemischen Sonder- 


eignung, die das Verhalten gegen niedere Ester und gegen 
_ hohe Glyceride bestimmt, ist die stereochemische Spezifitat 
' der beiden hydrolysierenden Enzyme anzusehen. Die Konti- 
' gurationsspezifitat der lipatischen Enzyme ist in den meisten 
Fallen keine so strenge wie die an dem glukosidspaltenden 
yon E. Fischer?) entdeckte. Die erste Kenntnis vom stereo- 
: chemischen Auswihlen einer Esterase verdankt man der schénen 
Arbeit von H. D. Dakin®), der Leberenzym auf eine Reihe 
 racemischer Ester der Mandelsiuregruppe einwirken lieB und 
| die optische Aktivitit der Verseifungsprodukte beobachtete. 
Die Antipoden wurden wohl beide hydrolysiert, aber mit un- 
_ gleicher Geschwindigkeit. Die ‘asymmetrische Verseifung ist 
_ darauf auch an einem Aminosiureester, Leucinester, mit 
' Pankreasferment von O. Warburg’) im Laboratorium von 





1) Chem. Ber. Bd. 27, S. 2985 u. S. 3479 (1894) u. Bd. 28, S. 1429 


| (1895); diese Zs. Bd. 26, S. 60 (1898). 


2) Jl. of Physiol. Bd. 30, S. 258 (1903/4) und Bd. 32, S. 199 (1905). 
°) Chem. Ber. Bd. 38, S. 187 (1905) u. diese Zs. Bd. 48, 8. 205 (1906). 




















222 Richard Willstétter und Friedrich Memmen, 


EK. Fischer untersucht, aber auf die Wirkung von proteoly. 
tischem Enzym zuriickgefiihrt worden. Nach Warburgs An. 
nahme reagiert dieses feiner auf sterische Unterschiede als die 
Lipasen. lLipasearmes Pankreasenzym soll reines 1|-Leucin, 
lipasereiches daneben auch einige Prozente des Antipoden 
liefern. Noch in jiingster Zeit hielt es E. Abderhalden’) 
fir unbestimmt, welches Ferment diese Spaltung herbeifiihrt. 
Es scheint uns indessen nicht médglich, die Auffassung von 
Warburg noch aufrecht zu erhalten. In einer seiner letzten 
Arbeiten?) ,,Uber die asymmetrische Verseifung von racemischen 
Aminosiureestern durch Esterase“ schreibt in der Tat auch 
Abderhalden die Hydrolyse von Tyrosinester durch Pan- 
kreatin seiner lipatischen Komponente zu. 

Auch bei Glyceriden ist asymmetrische Spaltung beob- 
achtet worden, zuerst von P. Mayer®) an Lezithin mit Steapsin 
Gribler, dann von ©. Neuberg und E. Rosenberg‘) an 
Dibromstearinsauretriglycerid mit Ricinuslipase, spiter von 
EK. Abderhalden und A. Weil®) an Monoacetin und Mono- 
caproin. 

Unser Vergleich der hydrolysierenden Enzyme aus dem 
Pankreas und der Leber einer Tierart wird nun vervollstandigt, 
indem wir die Wirkung beider, was noch in keinem Falle ge- 
schehen ist, auf dieselben racemischen Ester priifen, haupt- 
sichlich auf eine Anzahl von Estern der Mandelsiuregruppe. 
Es wiirde nicht geniigen, zum Vergleich einen oder wenige 
Ester auszuwahlen. Denn es zeigt sich, daB die Pankreaslipase 
in einer Anzahl von Fallen (Tabelle S, 224, Nr. 4, 5, 6 und 8) 
dieselben aktiven Komponenten vorzieht wie die Leberesterase. 
In anderen Fallen (Nr. 1, 2, 3 und 7 der Tab.) sind es aber 
die Komponenten von entgegengesetztem Drehungssinne, die 
von den beiden Enzymen mit gréferer Geschwindigkeit ver- 
seift werden. 

1) Lehrb. d. physiol. Chem. 5. Aufl., II. Teil S. 295 (1928). 

*) E. Abderhalden, H. Sickel u. H. Ueda, Fermentforschung 
Bd. 7, S. 91 (1923). 

5) Biochem. Zs. Bd. 1, 8. 39 (1906). 


*) Biochem. Zs. Bd. 7, S. 191 (1907). 
5) Fermentforschung Bd. 4, S. 76 (1920). 
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H. D. Dakin vertrat die Auffassung, das Leberenzym be- 
yorzuge die Ester von d-Mandelsiiure und stets die Ester der- 


jenigen Derivate, die ahnliche Konfiguration, aber nicht not- 


wendig gleichen Drehungssinn besitzen. Die mit d-Mandel- 
siure itbereinstimmende Konfiguration schrieb Dakin der 
durch Waldensche Umkehrung entstehenden 1-Phenylchlor- 
essigsiure zu. Nun sind es aber bei der hepatischen Ver- 
seifung d-Mandelsiure und 1-Phenylchloressigsiiure, bei der 
pankreatischen Verseifung 1-Mandelsiure und 1-Phenylchlor- 
essigsiure, die mit gréBerer Geschwindigkeit hydrolysiert werden. 
Die beiden Antipoden sind fiir die asymmetrisch konstituierten 
und reagierenden Enzyme zwei verschiedene Substrate wie 
strukturchemisch ungleiche, die mit gewissen Geschwindigkeits- 
unterschieden hydrolysiert werden. Den Geschwindigkeits- 
unterschied finden wir bei den Estern der halogenierten Phenyl- 
essigsiuren gering, viel gréBer bei der hydroxylierten und 
methoxylierten Verbindung, noch gréfer bei der entsprechenden 
Aminoverbindung (Phenylaminoessigsiurepropylester). In allen 
Fallen ist die Spezifitit gréBer bei der pankreatischen als bei 
der hepatischen Lipase, auch wenn beide denselben Antipoden 
auswihlen. 

Die beiden enzymatischen Reaktionen entsprechen dem 
Modell asymmetrischer Katalyse, das G. Bredig und K. Fajans?) 
in ihrer Untersuchung ,Uber die stereochemische Spezifitat 
der Katalysatoren“ aufgestellt haben. Die Spaltung der Campho- 
carbonsiiure liefert nach Bredig und Fajans mit Chinin als 
Katalysator rascher den 1-Campher, mit Chinidin den d-Campher. 

Die stereochemische Eigenart der Leber- und Pankreas- 
enzyme bietet eine weitere Stiitze fiir die Annahme ihrer Ver- 
schiedenheit. Aber auch dieses neue Argument wird nicht als 
vollkommen beweisend anzusehen sein. Waren diese Lipasen 
identisch, so wiirde die eine (Leber) mit einem asymmetrischen 
Aktivator assoziiert vorkommen, der die Geschwindigkeit der 
Spaltung von zwei Antipoden verschieden zu beeinflussen im- 





1) Chem. Ber. Bd. 41, 8. 752 (1908); K. Fajans, Zs. physikal. 
Chem. Bd. 78, S. 25 (1910). 
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Qualitativer Vergleich der stereochemischen Spezifitit von Pankreas- 
und Leberenzym. 























Drehung der rascher ver- 
Nr. Racemische Substrate —— econ onl 
m. Pankreas- | mit Leber- 
lipase | esterase 
1 | Mandelsiureaithylester. . . . .. ~ | ++ 
2 | Mandelsiiuremonoglycerid ... . - | + 
3 | Phenyl-methoxyessigsiiure-methylester - | + 
4 | Phenyl-chloressigsiure-methylester . — — 
5 | Phenyl-bromessigsiure-methylester -- _ 
6 | Phenyl-aminoessigsiure-propylester + + 
7 | Tropasiure-methylester + - 
8 | Leucin-propylester +) +") 





stande wire. Alle besonderen Merkmale der Leberesterase, 
ihre Haltbarkeit, ihre Nichtaktivierung durch Seife, ihre be- 
sondere Kignung fiir einfache Fettsiureester, ihre optische 
Spezifitit, miBten dann statt dem Enzym einem mit ihm zum 
Komplex vereinigten Koenzym zugeschrieben werden. Wenn 
es also einfacher und wahrscheinlicher ist, daB die Lebereste- 
rase und die Pankreaslipase verschieden sind, so sollte man 
doch anstreben, das Leberenzym so weitgehend zu reinigen, 
daB sich sein Verhalten in bezug auf Hemmung und Aktivie- 
rung und Haltbarkeit wesentlich fndert, um mit reineren 
Priparaten die Versuche asymmetrischer Spaltungen ver- 
gleichend zu wiederholen. 


Experimenteller Teil, 


I. Wirkung der Leberesterase auf verschiedene Substrate. 
1. Hydrolyse des Tributyrins; Bestimmungsmethode. 
Um die Wirkung der Pankreaslipase auf Tributyrin nach 
dem stalagmometrischen Verfahren von P. Rona _ und 
L. Michaelis?) zu bestimmen, ist es wegen der Abhingigkeit 
dieser enzymatischen Reaktion von hemmend wirkenden Proteinen 





') 1-Leucin, gemessen in 20 °/, Salzsiure. 
*) Biochem. Zs. Bd. 31, S. 345 (1911). 
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und anderen Begleitstoffen nétig, ein System ausgleichender 
Aktivierung durch Zusatz von Albumin, Natriumoleat und 
Calciumchlorid einzurichten.') Diese Zusiitze bewirken beim 
Leberenzym keine Aktivierung, sondern im Gegenteil Hemmung. 
Das Verhaltnis der Butyrinspaltung ohne die hemmenden Zu- 
sitze und mit Hemmung war bei den einzelnen Leberproben 
und auf den verschiedenen Stufen der Reinigung annihernd 
konstant, namlich etwa 2:1. Es bot infolgedessen keinen 
Vorteil, die Bestimmung mit den genannten oder Ahnlichen 
Zusiitzen vorzunehmen. Aktivierungserscheinungen werden bei 
dieser Hydrolyse nicht beobachtet, Aktivierungsausgleich war 
also auch nicht anzuwenden. Fiir unsere Messungen der 
Enzymmengen sind daher Vorbehalte zu machen. Sie waren 
bisher brauchbar, da das Leberenzym sich in einem schon 
ausgeglichenen natiirlichen System befindet und die im folgenden 
beschriebenen Vornahmen nichts wesentliches daran ‘inderten. 
Kleine Abweichungen zwischen den einzelnen Organproben 
mégen sich der Wahrnehmung entziehen. Man wird aber bei 
der Reinigung médglicherweise auch zu Fillen kommen, in 
denen die Hydrolyse des Tributyrins mit und ohne Calcium- 
oleat + Albumin ein geindertes Verhiltnis ergibt. Die Be- 
stimmung ohne Zusitze kinnte infolge der Abtrennung von 
natiirlichen Hemmungskérpern zu giinstig ausfallen, man miiBte 
dann Ausbeutebestimmungen durch Hydrolyse unter ausgleichen- 
der Hemmung anwenden. 

Die Spaltung des Tributyrins wird im folgenden ohne 
Einrichtung eines Ausgleichs bei p,, = 8,6 stalagmometrisch 
gemessen. Der Versuchsansatz besteht aus 56 cem ‘Tri- 
butyrinlésung, 2 ccm Enzymlésung und 2 ccm Ammonpuffer 
(1 Teil 2,5 n-NH, + 8 Teile 2,5n-NH,Cl). Das benutzte gerade 
Stalagmometer IT hatte den Wasserwert 81 (bei 20°); Anfangs- 
tropfenzahl der Tributyrinlésung 112. 

Da die Leistung des Leberenzyms in bezug auf die lés- 
lichen Glyceride zwischen der ausnehmend giinstigen Wirkung 
auf die einfachen Buttersiureester und der ausnehmend un- 





1) IV. Abhandlung, Diese Zs. Bd. 129, S. 1 (1923). 
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giinstigen Wirkung auf hohe Glyceride liegt, ist es zweckmiBig, 
sie als MaB fiir diese Esterase zu verwenden. Der Einheit 
liegt die Leistung zugrunde, die mit der Tropfenzahlabnahme 
um 18 (etwa der halben Differenz zwischen den Tropfenzahlen 
von reiner T'ributyrinlésung und reinem Wasser) in 50 Minuten 
gemessen wird. Entsprechend der Butyraseeinheit (B.-E.) des 
pankreatischen Knzyms wird auf diese Leistung die B.,-E. 
(Leberbutyraseeinheit) bezogen. Mittels einer Kurve 4hnlich 
Fig. 3 in Abh. IV?) lassen sich die gemessenen Wirkungen 
auf Tributyrin in B.,-E. angeben; die Reinheitsgrade werden 
durch die Anzahl von B.,-EK. in 1 cg Trockengewicht aus- 
gedriickt (B.,-W.). 

Die Pankreasproben III und IV (getrocknet) enthalten nach 
der Messung an Tributyrin mit ausgleichender Aktivierung in 
lcg 832 und 662 B.-E.; die getrockneten Leberproben II 
und IV enthalten nach der Messung ohne Zusatz in 1 cg 
9,1 und 8,5 Kinheiten. Diese Zahlen driicken natiirlich keine 
Beziehung zwischen Gewichtsmengen zweier Enzyme aus. 
Vielmehr ergibt der Vergleich der Pankreas- und der Leber- 
wirkung ganz verschiedene Werte je nach den gewiihlten 
Substraten, fiir welche diese hydrolysierenden Enzyme ungleich 
spezifisch sind. 

Beispiel fiir die Bestimmung mit und ohne Hemmung: 

a) 0,10 ccm Glycerinauszug von Leberprobe IV ohne Zu- 
satz. Anfangszahl 111; Abnahme in 10’ 5; 20’ 9,5; 40’ 17,5; 
60’ 23 Tropfen. Gefunden: 1,22 B.,-E. 

b) Mit Zusatz von 10 mg Natriumoleat, 10 mg CaCl, und 
15 mg Albumin. Anfangszahl 115; Abnahme in 10’ 2; 20’ 4; 
40’ 7,5; 60’ 12 Tropten. Aus dieser Wirkung wiirden sich 
0,52 B.,-E. berechnen. 


2. Hydrolyse des Buttersiuremethylesters. 
Die Wirkung des Leberenzyms auf den Buttersiureester 
bestimmten wir genau nach der titrimetrischen Methode der 
VI. Abhandlung, also mit den zur ausgleichenden Aktivierung 





1) Diese Zs. Bd, 129, S. 23 (1923). 
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der Pankreaslipase dienenden Zusiitzen von Glycerin und 
Calciumoleat. Wiahrend von Pankreaslipase z. B. die 200fache 
Knzymmenge (fiir die zu titrierende Menge, d.i. '/, des Versuchs- 
ansatzes) im Vergleich zur stalagmometrischen Bestimmung 
mit Tributyrin diente, ist hier das 10fache wie bei Butyrin- 
spaltung ausreichend gewesen und es wiire besser, noch weniger 
Enzym anzuwenden. 

Von einem durch Kaolin- und Tonerdeadsorption gereinigten 
Priparat aus Leberprobe III diente 0,1 ccm (10,3 B.,-E., 2 mg 
Trockengewicht) fiir die Bestimmung unter Zusatz von Puffer, 
von Glycerin, Natriumoleat und Calciumchlorid. 

Die Spaltung betrug nach 26 Min. 26,5, nach 60 Min. 
57,2 8/5. 

Diese Wirkung sei entsprechend der von Pankreaslipase 
in Einheiten (1 L.,’-E. in 60 Min. 25°/, des Esters spaltend) 
ausgedriickt. Dann war die beobachtete Spaltung von 2,3 L.,’-E. 
bewirkt. In 1cg der gereinigten Leberesterase waren 11,5, 
in 1 cg der zugehérigen Leberprobe III etwa 0,3 L.,’-E. ent- 
halten, wihrend 1 cg Pankreasprobe II] und I 0,75 und 
1,44 L’-E. enthalten. 

Die Hydrolyse des Buttersiureesters mit derselben Enzym- 
menge und unter gleichen Bedingungen, allein ohne Natrium- 
oleat + CaCl,, ergab: 

Nach 16 Min. 15,3, nach 55 Min. 56,2°/, Spaltung. 

Diese Bestimmung mit und ohne Calciumoleat fihrte 
iiberraschender Weise zu gleichen Werten, wihrend das Calcium- 
oleat die Wirkung der Leberesterase auf Tributyrin stark 
gehemmt hat. Auf Pankreaslipase hingegen wirkt Calciumoleat 
stark aktivierend in bezug auf beide Substrate, Tributyrin und 
Buttersiureester. 

Auch mit einem weniger reinen Priparat aus derselben 
Leberprobe III, einen eingedampften wiBrigen Auszug, wurde 
Buttersiureester ohne Aktivierung verseift. 

Angewandt 20 mg, enth. 19 B.,-E., 2 Stunden zuvor mit 
etwas Glycerin bei 30° angesetzt. Die Spaltung betrug nach 
60 Min. 44°/,. 

Die enzymatische Leistung ist geringer, obwohl etwa die 




















228 Richard Willstitter und Friedrich Memmen, 


doppelte Zahl von Einheiten, gemessen mit Tributyrin, an- 
gewandt wurden. Das Wirkungsverhiltnis in bezug auf die 
beiden Substrate verschiebt sich also im Laufe der Reinigung 
In rohen Leberpraparaten scheint die Wirkung auf Butter. 
siureester einer Hemmung durch einen Begleitstoff zu unter- 
liegen, der im Laufe der Reinigung abgetrennt wird. Ebenso 
l4Bt sich auch eine auffallende Beobachtung von J. H. Kastle, 
M. E. Johnston und E. Elvove') deuten, die beim Stehen 
eines schwach sauren Leberauszuges Zunahme der enzymatischen 
Aktivitiit fanden, nach ihrer Auffassung infolge von Enzym- 
bildung aus einem Zymogen. 


3. Hydrolyse von Olivendl. 


Die Literaturangaben ‘iiber die Wirkung des Leberenzyms 
auf hohe Glyceride sind unzureichend. C. Oppenheimer 
(,Die Fermente“, IV. Auflage, 1913, 8.165) schlieBt aus einigen 
Versuchen von EK. Freudenberg?) iiber Fettstoffwechsel, dab 
die Leber auch kraftig Neutralfett spalte. Nach H. v. Euler 
(,Chemie der Enzyme“, II. Teil, 1. Abschn., 1922, S. 28), der 
auf Versuche von H. K. Armstrong und E. Ormerod‘) Bezug 
nimmt, sind die Leberesterasen gegen natiirliche Fette jedenfalls 
weniger wirksam als die Magenlipase. Die bestimmtesten An- 
gaben auBer den im theoretischen Teil zitierten Versuche von 
A. 8S. Loevenhart diirften die von E. Abderhalden und 
A. Alker‘) sein. Sie erzielen mit Glycerinausziigen aus 0,2 
und 0,5 g Leberpulver, nach W. Dietz ) gereinigt, in 20 und 
24 Stunden bei 37° Spaltungen von Olivenél entsprechend 1,05 
und 13,31 cem n/10-NaOH. Zur Darstellung des angewandten 
Leberpraparates sei bemerkt, daB es nach dem Verfahren von 
Dietz beim Auswaschen der fein gemahlenen und getrockneten 





1) Am, Chem. Jl. Bd. 31, S. 521 (1904). 

*) Biochem. Zs. Bd. 45, S. 467 (1912). 

5) Proc. Roy. Soc. Bd. 78, B, S. 8376 (1906). 

*) Fermentforschung Bd. 7, 8.77 (1928) und zwar S. 83; s. auch 
EK. Abderhalden u. A. Weil, Fermentforschung Bd. 4, S. 76 (1920). 

5) Diese Zs. Bd. 52, S. 279 (1907). 
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Leber auf der Nutsche mit Wasser einen betrichtlichen Teil 
des Enzyms verloren hat.) 

Unbekannt ist das Wirkungsverhiiltnis von Leber- und 
Pankreaslipase unter vergleichbaren giinstigen Bedingungen. 
Wir wahlten die Anordnung (1 Stunde, 30°) unserer ersten 
Bestimmungsmethode*) der lipatischen Wirkung ,im System 
von Aktivatoren bei wechselndem p,,“, also unter Zusatz von 
Albumin und Calciumchlorid. Fiir die Priifung der Leber- 
esterase ist es dabei von Vorteil, da bei der nur geringen 
Spaltung die Reaktion des Mediums alkalisch bleibt. Unter 
den Bedingungen unserer dritten Methode*), im saueren Medium, 
war das Spaltungsvermégen des Leberenzyms zu gering. 

Um in der Bestimmungszeit von 1 Stunde gut meBbare 
Spaltungen zu erzielen, sind mindestens etwa 0,2 Lipase- 
einheiten nétig; dies sind sehr groBe Mengen Leberenzym, 
z.B. 1000mal mehr Leberpulver als von getrocknetem Pankreas, 
50mal mehr von konzentrierterem Leberenzym (Vers. 4) als 
von rohem Pankreaspulver. Aber auch dann fiihrt die Spaltung 
nur in den Anfangsbereich unserer Kurve‘*) ,,Lipasemenge und 
Verseifungsgrad“ und ist nicht eben genau auszuwerten. 

Das Reaktionsgemisch liBt sich nicht ohne weiteres genau 
titrieren wegen seines groBen Gehaltes an Proteinen von ver- 
iinderlicher Aciditit. Darum wird der Inhalt der Bestimmungs- 
gliischen in einer geraumigen Porzellanschale mit 100 ccm 
Alkohol vermischt und unter Umriihren auf dem Wasserbad 
eingedickt. Dadurch werden die Eiwei8stoffe ausgeflockt, so 
da8 sie nachher beim Ansiuern mit iiberschiissiger Schwefel- 
siure und beim Ausithern nicht mehr viel durch Emulsions- 
bildung stéren. Die itherische Lésung wird verdampft und 
das hinterbleibende saure Ol in alkoholischer Lésung mit 0,2 n 


alkoholischer Kalilauge titriert. 
1. Versuch. Angewandt 500 mg getr. Leberpr. II, enth. 462 B.,-E.; 





1) Wie bei Pankreas nach R. Willstitter u. E. Waldschmidt- 
Leitz, Diese Zs. Bd. 125, S. 182 (1922/23) und zwar S. 151. 

*) I. Abhandl. und zwar 8. 103. 

5) Abhandl. I, S. 126. 

‘*) I. Abhandl. S. 114, Fig. 1. 
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vor dem Versuche mit Wasser stehen gelassen. Abweichend von den 
Bedingungen der Bestimmung war die Versuchszeit 21/, Stdn. Die ge. 
bildete Siiure erforderte 0,82 cem n/5-KOH, d. i. 2,0°/, Spaltung. 

2. Versuch. Angewandt 250 mg eingedampfter wiiBriger Auszug 
der Leberpr. II entspr. 0,7 g Leberpulver; Enzymgehalt 600 B.,-E. Die 
Verseifung in 1 Stde. erforderte 0,5 cem n/5-KOH entspr. 1,3°/, Spaltung. 

3. Versuch. Angewandt 1,00 g eingedampfter wiifriger Auszug der 
Leberpr. III entspr. 2,3 g getr. Leber; Enzymgehalt 950 B.,-E. Die 
Spaltung in 1 Stde. erforderte 1,65 ccm n/5-KOH, betrug also 4,1°),, 
Diese Spaltung zeigt eine Enzymmenge an, die in Lipaseeinheiten 
(1 L.-E. unter den bestimmten Bedingungen 24°/, von 2,5 g Olivendl 
spaltend, bei Leber als L.,-E. bezeichnet) ungefihr 0,08 L.,-E. betriigt. 

4. Versuch. Angewandt 10 cem eingeengte Elution des Leberenzyms 
(aus Nr. III) nach aufeinanderfolgender Adsorption durch Kaolin, Tonerde 
und nochmals Kaolin; Trockengewicht 0,2 g, 16fach konzentrierter als 
in getrockneter Leber, enth. 1060 B.,-E. Nach 1 Stde. waren zur Neutra- 
lisation 0,93 cem n/5-KOH erforderlich entspr. einer Spaltung von 2,3°),. 


Durch die Enzymmenge von etwa 1000 Butyraseeinheiten 
in den 200 mg dieses gereinigten Priparates ist ungefahr 
dieselbe Olspaltung bewirkt wie von 0,7 mg getrocknetem 
Pankreas. Nach Vers. 2 sind in 1 cg Enzymmaterial 0,001 L.,-E. 
enthalten, nach Vers. 3 0,0008 L.,-E., wihrend getr. Pankreas 
in 1 cg z B. 1 L.-E. enthilt. 


4. Wirkungsverhiltnis in bezug auf verschiedene 
Substrate. 


Die Geschwindigkeit der Spaltungen verschiedener Substrate 
ist von der Affinitét der Enzyme zu ihnen abhiangig, wird 
aber in ungleichem MaBe von den Begleitstoffen beeinflubt, 
die in wechselnder Beschaffenheit und Menge vorkommen. Da 
die lipatischen Enzyme nicht in reinem Zustand zuginglich 
sind, wird in dieser Folge von Arbeiten angestrebt, durch aus- 
gleichende Aktivierung (oder Hemmung) die wechselnden Ein- 
fliisse der Begleitstoffe auszuschalten. Die Methode strebt 
nicht etwa nur an, trotz der stérenden Anwesenheit der Begleit- 
stoffe zu groBen Geschwindigkeiten zu kommen, sondern alle 
spezifischen Kinfliisse der Begleitstoffe zu iiberwinden, die sich 
entweder chemisch auf die wirksamen Gruppen des Enzyms 
richten oder physikalisch das Milieu an der Oberfliche der 
Kolloidteilchen iindern. In einem gewissen MaBe ist dieser 
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| Ausgleich fiir die pankreatische Hydrolyse der Substrate Olivendl, 
. Tributyrin, Triacetin, Buttersiureester gelungen, aber einzelne 
| Fille abweichender Zeitwertverhiltnisse 4) (Tributyrin mit Pferde- 
4 pankreas, Buttersiuremethylester mit Schafspankreas), zeigen 
an, daB die Ausschaltung der Begleitstoffeinfliisse nicht immer 
‘ geniigt. Sie ist in vielen Fallen fiir praktisch - analytische 
' Zwecke mit gentigender Anniherung gelungen. Aber der 
i Geschwindigkeitsvergleich ist noch nicht geeignet fiir die Ent- 
: scheidung iiber Spezifitiit der Enzyme und fir Identitits- 
 bestimmungen. 

: In der vorliegenden Untersuchung wird gezeigt, daB die 
i Methoden der ausgleichenden Aktivierung sich von Pankreas- 
| lipase auf das Leberenzym nicht tibertragen lassen und daB 
| die Begleiter und Zusiitze wie Proteine und Kalkseifen diese 
: Esterase ganz anders beeinflussen. Die lipatischen Enzyme 
- yon Pankreas und Leber sind entweder wesentlich verschieden 
. oder die wirksamen Atomgruppen des einen oder beider stehen 
f unter dem LEinfluB wesentlich verschiedenartiger, mit den 
y Enzymen eng assoziierter, ihnen wahrscheinlich nahe verwandter 
" Stoffe, fiir welche die Methoden des Ausgleichs noch nicht 
e geniigt haben. Die weit differierenden Quotienten der Zeit- 
‘ werte, zu denen man bei den einzelnen hydrolytischen Wirkungen 
dieser Enzyme gelangt, geben also keinen Beweis fir die 
q Identitiit oder Verschiedenheit, aber bemerkenswerte Anhalts- 
_ punkte fiir die Beurteilung dieser Frage. 

| 1. Vergleich der Methylbutyrat- und Olspaltung. Aus den 
: Bestimmungen mit der nimlichen Elution von Leberenzym 
- (fir 10 com gefunden 0,045 Einh. der Olspaltung und 230 Einh. 
der Buttersiiureesterspaltung) ergibt sich 

L.,/-E. _ 230 


LE “ia * 5100. 


4 Bei Pankreasdriisen verschiedener Tiere (Schwein, Pferd, 
_ Schaf) schwankt der Wert fir 1 L.-E. zwischen 0,77 und 
3,01 LE. 


') IV. Abhandl., Diese Zs. Bd. 129, 8.1 (1923) und zwar S. 25; 
VI. Abhandl., Diese Zs. Bd. 133, S. 229 (1923/24) und zwar S. 245. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. CXXXVIII. 16 
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2. Vergleich der Tributyrin- und Olspaltung. Fiir die ’ 
gleiche Elution folgt aus der stalagmometrischen Bestimmung : . 
(10 ccm enth. 1060 B.,-E.) und der angefiihrten Olspaltung: [> 
























B.,-E. 1060 is 

L.,-E. 0,045 23600. 7] 

Beim Pankreas verschiedener Tiere bewegt sich das Aqui F 

valent fiir 1 L-E. zwischen 1000 und 161 B.-E. i 

Vergleichswerte der durch Olspaltung bestimmten Einheiten 

(L.,-E. und L.-E.). ; * 

= ——————— = | 

Leberesterase Pankreaslipase & 

(Schwein) (Schwein) _ 

ee a —— : ( 

in Einh, d. Methylbutyratspaltung 5 100 0,8—1,6 & 
» 9 9 Lributyrinspaltung . . 23000 720—1000 








3. Vergleich der Tributyrin- und Methylbutyratspaltung. 
Aus denselben Bestimmungen berechnet sich das Verhiltnis 


B.,-E. 
Le 4: 





wihrend nach den friiheren Angaben (1 cg enth. 0,83 L.-E. nach 
I. Abh. S. 115 oder 830 B.-E. nach IV. Abh. 8. 23 und 1,5 cg F 
enth. 1L-E. nach VI. Abh. 8.288, also 1 cg 0,67 L/-E) F 
vom Pankreas und zwar von Probe III einer L.’-E. 1240 B.-E. e , 
iquivalent sind. z 

Von der Leber des Schweines (und zwar von der getr. — 
Probe [V) waren daher anzuwenden 


fiir die Olspaltung 106 g, 

fir die Tributyrinspaltung 1 g, 

fiir die Methylbutyratspaltung 4 mg, : 
um dieselbe Spaltung zu erzielen wie durch 1 cg Pankreas- 
probe III. ; 

Die eigentliche Bedeutung dieser Zeitwertquotienten wird f- 

sich erst aus genauen Affinitaitsbestimmungen ergeben, aber | 
die lipatischen Enzyme bieten fiir vergleichende kinetische | 
Untersuchungen ein besonders ungiinstiges Material. Mit | 
einfachen Estern sind Untersuchungen itber den Kinflu8 der | 
Substratkonzentration ausgefiihrt worden, aus denen sich schon | 
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Folgerungen hinsichtlich der Affinitét der Ksterase zu den 
Substraten ziehen lassen. 

z Zuerst haben J. H. Kastle und A. S. Loevenhart}), 
' sodann J. H. Kastle, M.E. Johnston und EK. Elvove?) mit 
 Leberesterase (vom Schwein) die Spaltung des Athylbutyrats 
' und Athylacetats gemessen und von der Esterkonzentration 
: weitgehend unabhingig gefunden. Auch G, Peirce’) hat in 
genaueren Untersuchungen beobachtet, daB die absoluten 
|. Spaltungsbetrage, in gleichen Zeiten durch gleiche Ferment- 
 mengen bedingt, von der Substratkonzentration in weiten Grenzen 
i unabhingig sind. Er schlieBt daraus, dab schon in n/200-Lésung 
& des Esters der gréBte Teil des Enzyms an Substrat gebunden 
: sei. Kine wichtige neue Arbeit ,Zur Kinetik der Lipase- 
' reaktionen* von S. Arrhenius‘), die sich auf eine in Stock- 
holm ausgefithrte Untersuchung von E. Knaffl-Lenz’) stiitzt, 
| bestiitigt, soweit es sich um den Hinflu8 der Substratkonzen- 
' tration handelt, im wesentlichen jenes Ergebnis. In eingehender 
: Diskussion des zeitlichen Reaktionsverlaufes kommen Knaffl- 
_ Lenz und Arrhenius zu dem Schlusse, daB die Esterspaltung 
| durch das Leberenzym mit fast genauer Proportionalitit 
A zwischen Versuchszeit und umgesetzter Menge von Athylbutyrat 
verlaufe. Und §. Arrhenius folgert weiter®): ,,Der lineare 
| Reaktionsverlauf ist voraussichtlich der fiir enzymatische 


 Reaktionen normale.“ 


Man darf wohl aus den zugrunde liegenden Versuchen 
' schlieBen, daB auch Affinitiitsmessungen eine hohe Affinitit 
_ der Esterase zu den einfachen Estern ergeben wiirden. Bei 
willkiirlich gewihlten Estermengen wird meist die optimale 


) Am. Chem. Jl. Bd. 24, S. 491 (1900). 
& 7} Am. Chem. Jl. Bd. 31, 8S. 521 (1904) und zwar S.546. Man 
| bemerkt hingegen in der Tuabelle S. 544, daB die Spaltungsbetriige mit 
_ der Esterkonzentration ansteigen, sogar noch bei héheren Konzentrationen. 

5) Am. Chem. Jl. Bd. 32, S. 1517 (1910). 

*) Medd. fr. K. Vetenskapsakad. Nobelinst. Bd. 6, Nr. 4 (1922/23); 
Zs. f, angew. Chem. Bd. 36, S. 455 (1923). 

°) Medd. fr. K. Vetenskapsakad. Nobelinst. Bd. 6, Nr. 3 (1922); 
Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 97, S. 242 (1922/23). 

%) a. a. O. S. 33. 
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Konzentration schon iiberschritten sein. Ganz anders lieve, 
aber die Verhiltnisse bei den Reaktionen der pankreatischey 
Lipase. Nach unseren in der Tab. 1 zitierten friiheren Messungen 
ihrer Wirkung auf die Ester der Buttersiure besteht nimlich 








annihernde Proportionalitét zwischen den absoluten Spaltungs. ; 
betrigen und den Substratkonzentrationen bis zur Léslichkcits. 

grenze. Da selbst in gesattigter Esterlésung noch nicht alles ” 
Enzym an Substrat gebunden zu sein scheint, mithin ein wu. g 
bekannter Bruchteil des Enzyms nicht mitbestimmt wird, ist d 
die Pankreaslipase dem Leberenzym gegeniiber im Vergleich - 





benachteiligt und man sollte Messungen bei Konzentrationen 
anstreben, bei welchen gleiche Bruchteile der Enzyme mit dem \ 
Substrat verbunden wiren. 

















_ Se 
Tabelle 1. i 
Esterspaltung durch Pankreaslipase bei verschiedener Substrat- : 
konzentration. 

Athylbutyrat mit 0,8eem Enzym | Methylbutyrat mit 0,4 cem Enzym 
 ata.{ com KOH | Spaltung ccm KOH | Spaltung 
ecm Ester 0,2 n, °/,) ecm Ester 0,2 n. (°|,) g 

0,05 0,92 48,5 0,06 0,54 | 19,7 
0,10 1,85 48,8 0,12 1,36 24,8 
0,15 2,62 46,0 0,25 2,58 23,4 
0,20 2,80 37,0 0,50 3,90 17,17 
0,50 2,75 14,5 1,00 3,98 9,0 




















fF) all 

Der Unterschied in der Abhingigkeit von der Substrat- F- 
konzentration wird auf den Reaktionsverlauf Einflu8 haben. 
Wihrend das Enzym mit grofer Affinitit, die Leberesterase, f 
(mit iiberschiissigem Substrat) nach Arrhenius nullmolekularen 
Verlauf ergibt, wird fiir Pankreaslipase, also fiir ein Enzym | 


ha 
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mit geringerer Affinitit zum Substrat und mit der annahernden | © » 
Proportionalitit der absoluten Spaltung und der Substrat- > _ 
konzentration monomolekularer Reaktionsverlauf zu erwarten | i 
sein, in so weit Enzymzerstérung und andere Einfliisse wie | # 


Hemmung durch Spaltprodukte keine Komplikationen bedingen. ; 


1) VI. Abhandl. 8. 232. 
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II. Reinigung durch Adsorptionsmethoden. 
1. Das Ausgangsmaterial. 


Wihrend frihere Autoren aus dem frischen Organ nach 
2 dem Zerkleinern oder Zerreiben mit Kieselgur und Sand zumeist 
mit angesiuertem Wasser lipatische Ausziige bereiteten, finden 
wir es zweckmaBiger, nach den Erfahrungen mit der Pankreas- 
| und der Magenlipase die Leber (fiir die meisten Versuche vom 
Schwein, fiir andere vom Pferd) mit Aceton zu trocknen, um 
i das Enzym daraus mit Wasser oder Glycerin in Liésung iber- 
) zufiihren. 

i 1 kg Leber (von 3 jungen Schweinen) lieferte durch 
i Acetontrocknung 190 g, die zur Bestimmung und zur Extraktion 
| sehr fein gemahlen wurden. 

| ‘ Durch angesiuertes Wasser erhilt man geringere Aus- 
i beuten, aber reinere Lésungen; mit alkalihaltigem Wasser, wie 
schon J. H. Kastle, M.E. Johnston und EK. Elvove’) be- 
_merkten, reichlichere Ausbeuten und konzentriertere Enzym- 
u lésungen, indessen auch mehr von den Begleitstoffen, die durch 
die Millonsche Reaktion und die Pettenkofersche Gallen- 
. siureprobe angezeigt werden. 

' Das Enzym wird nur langsam und von viel Lésungsmittel, 
' etwa dem 40fachen der trocknen Leber, annihernd vollstindig 
' extrahiert. 











: 1. Beispiel. Je 1,0 g Leberpr. II wurde mit 20 cem 0,025 n-NH, 
| ausgezogen a) 4/,, b) 1, c) 2, d) 8 Stunden. 

: Je 0,05 cem Filtrat enthielten a) 1,17, b) 1,60, c) 1,78, d) 2,10 B.,-E. 
3 2. Beispiel. Je 1,0 g Leberpr. III ebenso a) 1/,, b) 8 Stunden be- 
'F handelt, 
| 0,05 ccm Filtrat enthielten a) 0,45, b) 0,88 B.,-E. 





Um den enzymatischen Wert der getrockneten Leber zu 


: materials im Zentrifugenglas mit 20 oder besser mit 50 ccm 
9,025 n-NH, anzuriihren, 1!/,—2 Stunden stehen zu lassen 





') Am. Chem. Jl, Bd. 31, S. 521 (1904). 
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und abzuzentrifugieren. Wiahrend die Wirksamkeit der ab. 
getrennten und gemessenen klaren Lésung bestimmt wird, 
setzt man in derselben Weise einen zweiten ammoniakalischen 
Auszug an und so fort, bis die Lésung nur noch zu vernach- 
lissigende Anteile des Enzyms aufweist. 











Beispiel aus Leberprobe IL aus Leberprobe IV 

1. Auszug 15,7 cem enth. 628 45,0 cem enth. 705 B.,-E. 
:. = i179 , « 2862 “3, ~» 2 , 
ee 19,0 ,, ., 68,4 485 ., 4 2 ,, 
4 nt. -. a _ 








Danach ist der Lipasewert der beiden Leberproben = 9,1 
und 8,5 (Anzahl von Butyraseeinheiten in 1 cg, B.,-W.). Bei 
Leberprobe IV waren im ersten Auszug schon 83°/, des im 
ganzen aufgelésten Enzyms vorhanden. 

Die mit sehr verdiinntem Ammoniak bereiteten Ausziige 
aus Schweineleber enthielten das Enzym 2,7-, 3,9-, 3,6-, 4,5- 
fach konzentrierter als das entfettete und entwiasserte Organ. 
Beim Abdampfen im warmen Luftstrom trat nur unwesent- 
licher Verlust ein, beim Wiederauflésen der Trockenpulver, 
die haltbar und leicht zerreiblich waren, stieg die enzymatische 
Konzentration noch an, da 3/,—1/, der Riickstinde durch 
Denaturierung unléslich wurde und wenig Enzym zuriickhielt. 
Aus Pferdeleber ging mehr Substanz in Lésung, z. B. lieferten 
50 g Leberpulver (38500 B,.-E.) mit 2 Liter 0,025 n-NH, in 
2 Stunden eine tiefbraune Liésung, die fast alles Enzym 
(37800 B.,-E.) in 21 g Trockengewicht enthielt. Davon blieben 
beim Wiederauflésen 36°/, zuriick, so daB sich die enzyma- 
tische Konzentration vom 2,3fachen zum 3,6fachen des Aus- 
gangsmaterials verbesserte. 

Reinere Esteraselésungen gewinnt man mit Glycerin, fast 
Sfach konzentrierter als in trockener Leber, z. B. lieferten 
5 g Leberprobe IV mit 250 ccm 87°/, igem Glycerin in 12 Stunden 
bei 30° eine Lésung, von der 0,1 ccm 1,32 B.,-E. enthielt, 
Ohne Verlust iiltriert gedacht, waren im Glycerin fast 80°), 
der theoretischen Ausbeute gelést. Die Glycerinlésungen waren 
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aber fiir die folgenden Reinigungsoperationen wenig geeignet. 
Beim Fallen mit Alkohol und Ather verlor das Enzym seine 
Wirksamkeit. 


2. Adsorptionsverhalten. 


Ks ist ein leichtes, mit einer einzigen Adsorption, ebenso 
gut durch Kaolin wie durch Aluminiumhydroxyd, die Esterase 
von der Hauptmenge begleitender Gallensiuren und Proteine 
zu befreien und ihren Reinheitsgrad auf das 20fache des 
Leberpulvers, auf das 6fache eines mit Ammoniak gewonnenen 
Auszuges zu steigern. Dagegen haben Wiederholungen der 
iiblichen Adsorptionsverfahren in diesem Falle keinen deut- 
lichen Nutzen mehr geboten. Durch Elektrodialyse, die vor 
kurzem beim Invertin') und zu gleicher Zeit yon R. Fricke 
und P. Kaja’) mit Erfolg Anwendung gefunden hat, gelingt 
infolge der Ausflockung von Globulinen eine weitere Steigerung 
der enzymatischen Konzentration auf etwa das 21/,fache der 
nach der Adsorptionsmethode erzielten. 

Die Adsorption mit Kaolin oder Tonerde geschah aus 
sauerer Lisung, bei p,, = 4,2—4,4, eingestellt mit Ammonacetat- 
Kssigsiuremischung. Man brauchte viel Adsorbens und er- 
mittelte die Menge im Vorversuch, so daB etwa 10°/, der 
Ksterase in der Restlésung blieben; sonst wiire zu viel Adsorbens 
notig und die Elution erschwert. Fiir alle Elutionen war ver- 
diinntes Ammoniak (0,25 n) zweckmaBig und ausreichend. Da 
das EKnzym in der ammoniakalischen Lésung nicht immer 
haltbar war, fiihrten wir die Elution sofort in den schon vor- 
bereiteten Vakuumverdampfapparat*) ein. Bei raschem Kin- 
engen auf }/,, Volumen begegneten wir keinem groBen Verlust; 
peptisiertes Aluminiumhydroxyd pflegte dabei auszuflocken, die 
Lésung wurde auf der Nutsche durch eine diinne Schicht von 
Kieselgur klar abgesaugt. In allen Stadien der Reinigung 


') R. Willstitter und K. Schneider, Diese Zs. Bd. 133, S. 193 
(1923/24) und zwar S. 208 u. f. 

2) Chem. Ber. Bd. 57, S. 310 (1923/24). 

*) R. Willstitter, J.Graser und R, Kuhn, Diese Zs. Bd. 123, 
S. 1 (1922) und zwar S. 30. 




















938 Richard Willstitter und Friedrich Memmen, 


waren die Lésungen ohne Glycerinzusatz lang genug haltbar 
und lieBen sich unter Erhaltung des Enzymwertes auch zur 
Trockne eindunsten. 


1. Beispiel: Adsorption durch Kaolin. 


Aus Leberprobe III, einem wenig giinstigen Ausgangsmaterial von 
B,.-W. = 3,5, war durch Ausziehen mit verdiinntem Ammoniak und Ab- 
dampfen ein Rohpriparat von B,.-W. = 8 gewonnen. 15g davon wurden 
in 1800 ecm Wasser unter Zusatz von 30 ccm 0,25 n-NH, gelést und 
nach Versetzen mit 30 ccm n-Essigsiiure mit 15 g elektroosmotisch ge- 
gereinigtem Kaolin zu 90°/, adsorbiert. Das in der groBen Zentrifuge 
abgetrennte Adsorbat wurde alsbald in den Bechern mit 1500 cem 
0,25 n-NH, angerihrt. Die entstandene Elution wurde sofort wieder 
durch Zentrifugieren vom Kaolin getrennt und im Vakuum eingeengt. 
Die Ausbeute betrug 75°/,, der Reinheitsgrad 76 B,.-W. Die Millon- 
probe fiel noch deutlich aus, die Gallensiureprobe nach Pettenkofer 
und Mylius (mit 75 B.,-E.) nur mehr schwach. 


Hine anschlieBende Reinigung fast der ganzen Menge nach 
dem Tonerdeverfahren und eine nochmalige Adsorption durch 
Kaolin verbesserten die enzymatische Konzentration nicht 
erheblich und brachten die Begleitstoffreaktionen nicht zum 
Verschwinden. 

Von der letzten Elution unterwarfen wir z. B. 5 ccm einer 
dreistiindigen Elektrodialyse (Riickgang von 19 bis unter 
3 Milliamp.). Die von ausgeschiedenen Flocken in der Zentri- 
fuge befreite Lésung hatte 15°/) vom Enzym verloren (35 ccm, 
davon enthielten 10 ccm 134,4 B.,-E. und gaben 7,29 mg Ab- 
dampfriickstaud), ihr Reinheitsgrad war auf B,.-W. = 184 
gestiegen. 

2. Beispiel: Adsorption durch Tonerde. 


Von demselben Esterasepriiparat, ammoniakalischem Auszug von 
Leberprobe III, wurden 1,5 g Trockenriickstand (B,.-W. = 8) unter Zu- 
satz von 12cem 0,25 n-NH, in 48 ecm Wasser gelést und nach Ansiiuern 
mit 12 cem n-Essigsiure mit 40 ccm Aluminiumhydroxydsuspension C 
(0,2452 g Al,O,) adsorbiert. Die mit 100 cem 0,25 n-NH, gewonnene 
Elution, rasch auf 76 cem eingeengt und durch Kieselgur filtriert, ent- 
hielt 900 B,.-E. entsprechend 75°/, Ausbeute und ihre enzymatische 
Konzentration war fast aufs 20-fache (im Vergleich zur getrockneten 
Leber) gesteigert (B.,-W=68). Der Trockenriickstand (aus 5 ccm:8,8 mg) 
war nach 3-tigigem Aufbewahren im Exsiccator unverindert wirksam. 
Die Gallensiurereaktion und die Millonprobe fieien noch deutlieh aus. 
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3. Haltbarkeit. 


J.H. Kastle und A.S. Loevenhart'), sowie J. H. Kastle, 
M. E. Johnston und E. Elvove’) machten bemerkenswerte 
_ Angaben hinsichtlich der Haltbarkeit der Leberesterase, die 
| j sie tiber Erwarten groB fanden. Die einfach mit Wasser ge- 

' wonnenen Ausziige waren wenig bestiindig, dagegen zeichneten 
3 sich die mit etwas Siure bereiteten Lisungen durch ihre groBe, 
| selbst monatelange Haltbarkeit aus. Abhnlich urteilten die 1 
_ — amerikanischen Forscher iiber die Bestiindigkeit der pankrea- 
| P tischen Lipase, aber es scheint, da8 ihre Beobachtungen in 
- [— diesem Falle unter dem Mangel einer guten Bestimmungs- 
methode gelitten haben. Es gibt in dieser Beziehung zwischen 
Pankreaslipase und Leberesterase auffallende Unterschiede. 
EK. Knaffl-Lenz*) erhielt aus Pankreas fast unwirksame 
wiBrige und an Wirksamkeit sehr rasch verlierende Glycerin- 
lésungen, withrend seine Priiparate aus Rinderleber im Laufe 
eines Jahres ihre Wirksamkeit behielten. Auch R. Will- 
statter und KE. Waldschmidt-Leitz‘) wiesen auf die Wir- 
kungsabnahme wiBriger Ausziige der getrockneten Pankreas- 
driise hin, die z. B. in 20 Stunden 50°/, betrug. Diese 
Unbestindigkeit ist nicht oder nicht ausschlieBlich durch die 
Gegenwart des Trypsins bedingt, denn die enzymatisch homo- 
genen Lésungen der Pankreaslipase, die in der II. Abhandlung 
dieser Reihe beschrieben wurden, waren noch zersetzlicher. Mis 

Nach der Reinigung durch Kaolin- oder Tonerdeadsorption 
waren die Esteraselésungen, die uns zu Beobachtungen iiber 
die Haltbarkeit dienten (Tab. 2), in den meisten Fallen nicht 
bestindig, sondern sie erfuhren in den ersten Tagen der 
Aufbewahrung bei Gegenwart von Toluol eine Wirkungs- 3 
abnahme um z. B. '/, oder '/,. Dagegen war von Anfang an : 
konstant eine durch Kaolin, Tonerde und wieder Kaolin ge- if 
| reinigte Esteraselésung (Nr. 5 der Tab. 2); es scheint, daB die 
‘ bei den anderen Lésungen beobachtete AktivititseinbuBe schon 
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1 4 1) Am. Chem. Journ. Bd. 24, S. 491 (1900) und zwar S. 498. 

) - *) Am. Chem. Journ. Bd. 31, S. 521 (1904) und zwar S. 527, 
‘ *) Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 97, S. 242 (1922/23). 

‘) Il. Abhdl., S. 152. 
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im Gang der in diesem Falle mit Verlust verbundenen Ope- 
rationen eingetreten war und daf das noch vorhandene Enzym 
sich noch oder wieder in geschiitztem Zustande befand. Die 
darauffolgende Elektrodialyse bedingte eine Steigerung des 
Reinheitsgrades, aber eine neue KinbuBe beim Aufbewahren. 
Die Abnahme schritt in den untersuchten Fallen nach einiger 
Zeit nicht weiter, das verminderte Wirkungsvermigen blie) 
lange bestehen. 
Tabelle 2. 


Haltbarkeit der Leberesterase auf verschiedenen Reinheitsstufen. 























B.,-E. in 0,2 cem best. 

lo | S 

Nr. Enzympriiparat 2 ‘| 5 | 2 
a ror) 4 ad = 

- B&B | Se 

ee a ee ar NT SS _* 

1 | Elution aus Kaolin, ohne Toluol . . . 1,20 | 0,98 — 
2 mn n » at ~~ = & se 1,20 0,95 0,90 
3 ‘s = , u. Tonerde, ohne Tol. | 0,85 0,63 ~ 

4 ” ” oe ” mit ,, 0,85 0,74 so 

5 Pa , Kaol., Tonerde, Kaol.,,, _,, 0,90 0,88 
6 | Dieselbe, elektrodialytisch ger. ohne _,, 1,20 0,70 0,66 


III. Hemmungserscheinungen. 


1. KinfluB von fettsauren und von gallensauren Salzen. 


Pankreaslipase (und Magenlipase) ist in rohem und 
reinerem Zustand in ihrer Wirkung auf Tributyrin von Be- 
gleitstoffen und Zusiitzen stark abhingig; die Hydrolyse wird 
wesentlich beschleunigt durch Natriumglykocholat, Natrium- 
oleat und besonders Calciumoleat, sie wird gehemmt durch 
Kieralbumin. Im Abschnitt (I, 1) tiber die Bestimmung des 
Leberenzyms mit Tributyrin wurde schon darauf hingewiesen, 
da8 der Zusatz von Calciumchlorid mit Natriumoleat und 
Albumin, der fiir die stalagmometrische Bestimmung der 
Pankreaslipase mit dem Substrat Tributyrin zum Ausgleich 
notig ist, bei Leberesterase nicht beschleunigend, sondern 
hemmend wirken wiirde und zwar um etwa 50°/,. Einige 
Beispiele solcher Hemmungen sollen in der Tab. 3 angefiihrt 
werden. Es wird darin gezeigt, daB der MinfluB der Zusiitze, 
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worin die hepatische Esterase sich von der pankreatischen 
so wesentlich unterscheidet, bei der Reinigung des Leber- 
enzyms noch nicht zum Verschwinden gebracht werden konnte. 
Die wiederholte Uberfiihrung in Adsorbate und Entbindung 
aus ihnen, auch die mit erheblicher Steigerung der enzyma- 
tischen Konzentration verbundene Elektrodialyse hatte keine 
Anderung der Eigenschaften zur Folge; dennoch ist es nicht 
ausgeschlossen, daB das Verhalten von Begleitstoffen, vor 
allem aktivierend wirkenden, bestimmt ist, und zwar von 
solchen, die durch irgendwelche Reinigungsvornahmen vom 
Enzym abgetrennt werden kénnten. 

So verschieden also der Kinflu8 von Seife und anderen 
Zusiitzen auf pankreatische und hepatische Esterase erscheint, 
gemeinsam ist beiden Knzymen, daB sie in ihrem Wirkungs- 
vermégen von Fremdstoffen in hohem MaBe abhiingen. Die 
Versuche Nr. 8, 12 und 16 der Tab. 3 zeigen, daB Seife und 
Glykocholat!) schon in kleiner Konzentration hemmen, be- 
sonders stark Calciumoleat. Die Hemmung laiBt sich auffallender- 
weise durch Zusatz von Albumin abschwichen (Versuch Nr. 13 
und 14). Eieralbumin allein, sowie Calciumchlorid (Versuch 
Nr. 3 und 9) hatten keinen EKinflu8. Letztere Beobachtungen 
sprechen eher dafiir, daB die Leberesterase, wie sie im Organ 
und in den Praparaten enthalten ist, im Wirkungsvermégen 
unter dem EKinfluB natiirlicher Begleitstoffe steht. 


2. Giftwirkungen nach P. Rona. 


Die auffallenden, von Organ zu Organ, von Tier zu Tier 
wechselnden Hinfliisse gewisser Alkaloide und anderer Gifte 
auf Lipasen, die P. Rona?) mit seinen Mitarbeitern in einer 


1) Bei der Hydrolyse von Estern niederer Fettsiiuren ist die Hem- 
mung durch gallensaures Salz schon von A.S. Loevenhart (Jl. of 
Biol. Chem. Bd. 2, S. 449 [1906/07]) eingehend untersucht worden. 

2) P. Rona und E. Bach, Biochem. Zs. Bd, 111, S. 166 (1920). 
P, Rona und D. Reinicke, Biochem. Zs. Bd. 118, 8S. 213 (1921). 
P. Rona und R. Pavlovié, Biochem. Zs. Bd. 130, 5. 225 (1921) und 
Bd. 184, S. 108 (1922). P.Rona und M. Takata, Biochem. Zs. Bd. 134, 
S. 118 (1922), 
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Tabelle 3. 


Hemmung der Esterasewirkung auf Tributyrin. 

















Nr. Enzymloésung 
1 0,5 cem eingedampfter Wasserextrakt, Pr. II 
2 desgl. 
3 desgl. 
4 desgl. 
5 0,2 eem Elution aus Alum., Kaolin, Pr, II 
6 desgl. 
7 desgl. 
8 desgl. 
9 desgl. 
10 desgl. 
11 0,02 ecem Elution Kaolin, Al., Kaolin, Pr. III 
12 desgl. 
13 desgl. 
14 desgl. 
15 | 0,2cem Elut. Kao, Al., Kao.; 5 Std. el. dialys. 
16 desgl. 









































Zusiitze 
; | Natrium- : 
Natrium- gieke- CaCl, | Albumin B/E. Hemmung 

oleat mg cheeilal: wae mg mg °%, 
one oe _ _ 0,68 _ 
10 on ih soe 0,28 | BB 
nae sail on 15 0,58 | (8) 
10 | = 10 15 0,30 | ss 
— | — — — 0,93 | _ 
+ | — — — 0,80 | 14 
10 | _ — — 0,10 | 89 
— | 3 -- ~ 0,64 | 31 
— | — 10 — 0,90 | (8) 
10 ~ 10 — 0,05 | 95 
— on _- — 1,90 —— 
5 - — — 1,20 | 87 
10 10 ~- 0,30 (0,30) | 84 
10 rae 10 15 0,90(0,90)' 53 
sin sy a ue 1,20 | ‘ 
2 _ — — 0,80 | 88 
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Reihe sorgfiltiger Untersuchungen kennen gelehrt hat, scheint 
uns von den natiirlichen Begleitstoffen der Enzyme nicht 
unabhangig zu sein. In jiingster Zeit haben P. Rona und 
H. Petow*) jene Versuche so ausgelegt, ,daB die Gift- 
empfindlichkeit der in Frage kommenden Fermente nicht von 
den die Fermentwirkung begleitenden Faktoren der Umgebung, 
sondern von der ,,Natur“ (chemische und physikalische Kon- 
stitution) des Fermentes selbst abhingt“. Die Frage, ,,wieweit 
die Fermente als solche und wieweit die Umgebung das Ver- 
halten gegen die Gifte bestimmt“, haben nun P. Rona und 
H. Petow neuerdings auf dem Wege gepriift, daB sie die an- 
zuwendende Leber- und Pankreaslipase nach den Verfahren 
unseres Laboratoriums reinigten. Das Ergebnis war: ,,Das 
in vorangegangenen Untersuchungen festgestellte spezifische 
Verhalten der Lipasen verschiedener Herkunft li8t sich auch 
an weitgehend gereinigten Fermenten wiederfinden. 

Die Giftempfindlichkeit bzw. die Resistenz gegen die an- 
gewandten Gifte Chinin und Atoxyl war bei nach Willstatter 
hergestellten Lipasen aus Schweinepankreas und Schweine- 
leber, wie bei durch fraktionierte Fallung gereinigter Serum- 
lipase dieselbe wie bei den wiBrigen Ausziigen der betreffenden 
Organe bzw. vom urspriinglichen Serum.“ 

Ks erscheint uns zweifelhaft, ob es fiir diesen Zweck 
nicht nétig wire, die Reinigung weiter zu fiihren, als es in 
den Versuchen von Rona und Petow geschehen ist. Um 
tir diese Fortsetzung der physiologisch bedeutsamen Versuche 
eine Anregung zu geben, seien im folgenden (Tab. 4) einige 
von den Versuchen mitgeteilt, in denen wir im Sinne der 
Untersuchungen Ronas an Pankreas- und Leberenzym von 
verschiedenen Reinheitsgraden die Einfliisse von Chinin und 
Atoxyl verglichen haben. Leberlipase vom Schwein in ziemlich 
rohem Zustand (Versuch Nr. 2 und 3) wurde durch Atoxyl um 
etwa 30°/, gehemmt, nach der Reinigung mit mehreren 
Adsorptionsverfahren in vergleichenden Versuchen um iiber 
70°/,.. Die Hemmung durch Chinin war auch am gereinigten 


1) Biochem. Zs. Bd. 146, S. 28 (1924). 
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PEP Poet eee, Met Meee eee, wxeeree 6 ae KF Te eM 
"Tabelle +4. 
Wirkung von Chinin und Atoxyl auf Lipasen. 
Ein-_ [B.-E. ohne 
t : ; Abnahme 
Nr. Enzympriparat Zusatz wirkungs-| Aktiv. “ 
dauer best. ai 
1 0,1 cem Leberpr. III eines wiiBr., nicht weiter ger. Auszugs — — 0,51 _ 
2 desgl. 0,5 mg Atoxyl 60’ 0,35 31 
3 desgl. 1,0 ,. ‘ 60’ 0,39 24 
4 |0,4cem Leberpr. IU, ger. d. Adsorpt. an Kaol., Al. u. Kaol., el. dial. coe _ 1,23(1,30)}) — 
5 desgl. 0,5 mg Atoxyl 60’ 0,36 71 
6 desgl. 59 . me 60’ 0,16 87 
7 desgl. 0,5 ,, Chinin 30’ 1,10 11 
8 desgl. if . ‘ 30’ 1,00 19 
9 Serum, Pferd, 10-fach gereinigt ss ar 0,62 (0,60)} — 
10 desgl. 0,5 mg Chinin 60’ 0,62 0 
11 desgl. . ‘a RB 60’ 0,60 3 
12 desgl. 5 ., Atoxyl 60’ 0,58 7 
13 desgl. mo « me 60’ 0,57 8 
14 | Pankr.pr. IV, Glye.-Ausz. (Schwein) — > 1,60 — 
15 a i a a 10 mg Chinin 30’ 1,15 28 
16 $e ie ow ‘. — (—)) 30’ (30’) | 1,70 (1,42) — (—) 
17 ” eg " 10 (10) mg Chinin | 30’ (30’) | 1,60(1,30)} 6 (8) 
18 2 a 4 " ne mit 15 mg Eieralb. vers. — (—) — (—) 71,15 (0,97) — (—) 
desgl. 10 (10) mg Chinin | 30’ (30’) 10,60 (0,60)} 48 (38) 














‘) Die eingeklammerten Werte in Versuch 16—19 wurden 2 Stunden spiiter mit derselben Lésung erhalten. 
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ct 


' Priparate nicht bedeutend. Bei Pankreaslipase vom Schwein 


(Versuch Nr. 15 und 17) fiel die Hemmung durch Chinin von 
Priparat zu Praparat verschieden aus. Versetzten wir aber 
eine Glycerinlésung von Lipase, die gegen Chinin unempfind- 
lich war, mit Albumin, so rief danach ein Zusatz von Chinin 
bedeutende Hemmung hervor (Versuch Nr. 19). Wir schlieBen 
daraus, daB doch den begleitenden Fremdstoffen ein groBer 
Einflu®8 auf die Wirkung der Gifte zukommen kann. 


VI. Vergleich asymmetrischer Esterhydrolysen durch Pankreas- 
und Leberenzym. 


Die im theoretischen Teil besprochenen Untersuchungen 
iiber Konfigurationsspezifitit behandeln die asymmetrische 
Spaltung, die zuerst H. D. Dakin mit Leberesterase auf- 
gefunden hat, und einige wenige Spaltungen, die danach unter 
Verwendung von Pankreasenzym mit racemischen Estern und 
Glyceriden O. Warburg, P. Mayer, sowie EK. Abderhalden 
mit A. Weil und mit H. Sickel und H. Ueda beobachteten. 
Vergleichend ist die Wirkung der beiden Enzyme noch an 
keinem Substrat gepriift worden. Es wiirde auch, wie im 
folgenden gezeigt wird, nicht geniigen, an einem oder einigen 
Substraten Pankreaslipase und Leberesterase zu vergleichen, 
um zu finden, ob sie in ihrer Konfigurationsspezifitit iiberein- 
stimmen. 

Bei den Estern und dem Monoglyceride der Mandelsdure 
und bei dem Ester des Mandelsiuremethylithers zeigt es sich, 
daB die Pankreaslipase die 1-Form rascher verseift, wihrend 
bei Leberesterase nach Dakin im Gegenteil die abgespaltene 
Saiure rechtsdrehend ist. Auch bei Tropasiureester finden wir 
entgegengesetzte Drehung des verseiften Anteils, in diesem 
Falle Rechtsdrehung nach pankreatischer, Linksdrehung nach 
hepatischer Hydrolyse. Dagegen stimmen die beiden Enzyme 
in der auswihlenden Verseifung dem Sinne nach iiberein, wenn 
man als Substrate die racemischen Ester einiger anderer, 
nimlich mit Mandelsiure nahe verwandter Phenylessigsiuren 
anwendet: der Phenyl-chlor-, -brom- und -amino-essigsdure. 
In diesen Fallen zeigen die zuerst gebildeten Siuren immer 
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gleichen Drehungssinn (die halogenierten Links-, die Amino- 
siure Rechtsdrehung). Auch bei einem Substrat aus einer 
anderen Gruppe, Leucinester, wiederholt sich diese Erscheinung, 
Pankreaslipase zieht hier wie die Leberesterase die 1-Kom. 
ponente vor. 

Da im Anfangsbereich der Spaltung die Werte fiir die 
spezifischen Drehungen der entbundenen Siuren giinstiger aus- 
fallen als im weiteren Verlauf der Hydrolyse, unterwarfen wir 
reichliche Substratmengen, z. B. 3/,,, Mol (0,9 g Mandelsiiure. 
ester) im Volumen von 25 ccm der Verseifung. Das Enzym 
wurde in Form der getrockneten Organe angewandt, Pankreas.- 
probe III und Leberprobe IV, beide vom Schwein. Die Hemmung 
durch die frei werdende Siiure vermeiden wir durch die An- 
wendung von Natriumbicarbonat und zwar zumeist zusammen 
mit Kohlensiure als Puffer von p,, = etwa7. Diese Reaktion 
ist fir beide Enzyme nicht besonders giinstig, aber bei opti- 
malem p,, (etwa 9) wire die Verseifung einiger Ester durch 
den Puffer allein zu betrichtlich. Die gewiihlte Bicarbonat- 
menge war einem Viertel des Esters aiquivalent. Unter diesen 
Bedingungen ist sogar der leicht verseifbare Mandelsiure- 
ester geniigend bestiindig; in 24 Stunden wurden bei 20° im 
Blindversuch 2°/, Mandelsiureithylester verseift (gef. 0,48 ccm 
0,2 n-KOH). 

Das Enzympriparat (0,2—1 g) wurde mit 22,5 eem kohlensiure- 
gesittigtem Wasser angeriihrt, mit 1/299 Mol Ester aus besonders ge- 
eichten Pipetten versetzt und schlieBlich mit 2,5 cem 4,2°/,iger, mit 
Kohlensiure gesittigter Lésung von Natriumbicarbonat vermischt. Die 
fest verschlossene Flasche blieb 12—24 Stunden im Thermostaten. Zur 
Trennung des Reaktionsproduktes neutralisierten wir das Gemisch mit 
Kalilauge vorsichtig bis zur schwachen Rotfirbung von Phenolphtalein 
und entfernten unverinderten Ester durch 4 maliges Ausschiitteln mit 
viel Ather oder, besonders wenn Emulsionen zu befiirchten waren, im 
Extraktionsapparate. Darauf wurde die Fliissigkeit mit Schwefelsiiure 
angesiiuert und in derselben Weise die entbundene Siure mit frisch 
iiber Pottasche destilliertem Ather isoliert. Die beim Abdampfen hinter- 
bleibende Carbonsiiure brachten wir mit Wasser oder Alkohol im Meb- 


kolben auf 10 ccm um sie im 2d-Rohr zu polarisieren und danach 
durch Titration zu bestimmen. 


Die Versuche mit Verbindungen der Mandelsiuregruppe 
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sind in Tabelle 5 zusammengestellt. Von den fir den 
Vergleich gewihlten Substraten sind mit Leberesterase allein 
yon Dakin bereits gepriift: die Ester der Mandelsiure, 
inres Methylithers und der Phenylchlor- und -bromessig- 
siure. Unsere Befunde hinsichtlich der bevorzugten Kom- 
ponenten stimmen vollstindig mit denjenigen von Dakin 
iiberein. 

Der Kster der Tropasiiure (Nr. 12—17 der Tabelle) laBt 
sich viel schwerer spalten als Mandelsiiureester, wofiir wie 
beim Isobuttersiureester die Verzweigung der Kohlenstoffkette 
am carboxyltragenden Kohlenstoffatom verantwortlich sein wird: 





Mit dieser Beobachtung steht das Verhalten der Tropeine 
(Atropin, Scopolamin) in Einklang, die nach R. Willstitter 
und K. Berner?) nur sehr schwierig durch Pankreaslipase 
hydrolysiert werden. 

Die Geschwindigkeitsunterschiede sind bei der pankrea- 
tischen Spaltung asymmetrisch konstituierter Ester in allen Fallen 
' bedeutender als bei der hepatischen, die spezifischen Drehungen 
der aus ihren einfachen Estern erhaltenen Saiuren also gréBer 
bei der Kinwirkung von Pankreas (ungefihr doppelt) und durch 
dasselbe Enzym erlangen die verschiedenen Substrate recht 
ungleiche spezifische Drehungen, gréBere die Mandelsiiure und 
ihnr Methylather, kleinere die Phenylchloressigsiure. Die Anti- 
poden werden also in einigen Fallen mit gréSerem, in anderen 
mit geringerem Unterschied in der Geschwindigkeit angegriffen. 

Die Konfigurationsspezifitit ist, was die Verbindungen 
dieser Gruppe betrifft, am ausgepriigtesten gegeniiber dem 
Aminoderivat des Mandelsiureesters, dem Phenylaminoessig- 
ester. Die stereochemische Spezifitit der Lipasen ist also 
abhingig von den substituierenden Gruppen, sie nimmt bei 
diesen Estern ab in der Reihenfolge der Substitution durch 


NH,, OH und OCH,, Cl. 


1) Chem. Ber. Bd. 56, S. 1079 (1928). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXN XVIII. 17 
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Der groBe Unterschied in der Verseifbarkeit der Antipoden 
stellt die Phenylaminoessigsiure neben den von O. Warburg) 
untersuchten Fall des Leucinesters. Nach Warburg soll 
lipasearmes”), proteolytisches Enzym aus Pankreas bei der 
Hydrolyse des razemischen Esters reines 1-Leucin liefern, da- 
gegen lipasereiches Pankreatin auch einige Prozente des Anti- 
poden spalten. Die von Warburg beobachtete spezifische 
Drehung des 1-Leucins betrug +15 bis 15,5° (in 20°/, iger Salz- 
siure) gegeniiber dem Werte 15,6 fiir |-Leucin nach E. Fischer 
und O. Warburg.*) 

Wir haben am Leucinpropylester vergleichende Versuche 
mit Leberesterase und mit Pankreaslipase und zwar mit un- 
gereinigtem Driisenpulver angestellt. Das Ergebnis ist, da 
beide Lipasen denselben Antipoden, 1-Leucinester, vorzichen, 
daB aber die Konfigurationsspezifitat der pankreatischen Lipase 
hier wie in den anderen Fallen quantitativ gréBer ist. Und 
der Geschwindigkeitsunterschied ist bei der Wirkung der Pan- 
kreaslipase auf razemischen Leucinester sogar, wie O. Warburg 
schon beobachtet, aber anders gedeutet hat, so bedeutend, dab 
man diese Spezifitat schwer von einer absoluten unterscheiden 
kann. 

Unsere Beobachtungen mit Leucinpropylester sind unter 
anderen Versuchsbedingungen angestellt als die Beispiele der 
Tabelle 5, naimlich ungefihr den Angaben von O. Warburg 
entsprechend bei sehr hoher Esterkonzentration und bei der 
natiirlichen Alkalitit des Substrates, Die Isolierung des 
Leucins geschah nach Warburg. Die isolierte Aminosiiure 
war nicht ganz rein, sie enthielt noch Beimischungen aus der 
tryptisch abgebauten Driisensubstanz, die beobachteten Drehungs- 
winkel diirften daher etwas zu niedrig sein. 


1. 4,615 g Leucinpropylester wurden mit 0,1 g Leberpr. IV und 





1) Chem. Ber. Bd. 38, S. 187 (1905); diese Zs. Bd. 48, S. 406 (1906). 

*) Wenn wir unseren Pankreasauszug durch Wegadsorbieren von 
Lipase aus essigsdiurehaltiger Lésung mit Aluminiumhydroxyd lipasearm 
machten, so ergab bei gleicher tryptischer Wirkung die Spaltung nur 
geringe Ausbeute. 

5) Chem. Ber. Bd. 38, S. 3997 (1905). 
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5cem Wasser 40 Stunden bei 30° behandelt; gebildetes Leucin = 1,8909 ¢ 
(54°/, Spalt.); 0,5000 g in 20°/,iger Salzsiure zu 10 cem gelést e = +0,70° 
(1 = 2); [«]p = +7,0°. 

2. 1,846 g Ester +2 ccm Wasser +0,10 g Leberpr. [IV 11 Stunden 
bei 30°; erh. 0,6482 g Leucin = 46,4°/, Spaltung; 0,6420 g in 20°/iger 
Salzsiure zu 10 cem gel. (1 = 2): = + 0,939 [e]p = +7,2°. 

3. 1,816 g Ester +4cem Wasser +0,10 g Leberpr. IV 11 Stunden 
bei 30°; erh. 0,7177 g Leucin = 51,3°/, Spalt.; 0,7056 g in 20°/,iger 
Salzsiure zu 10 cem gel. (J = 2):0 = +0,90°; [a]p = +6,4° 

4. 4,615 g Ester +5 com Wasser +0,20 g Pankreaspr. III (=16,6 L.-E.) 
11 Stunden bei 20°; erh. 1,533 g = 44°/, Leucin; 0,4741 g gelést in 
20°/,iger Salzsiure zu 10 cem (J = 2):a@ = +1,45° [a@]p = +15,3°% 

5. 1,846 g Ester + 2 com Wasser + 0,08 g Pankreaspr. II (= 6,6 L.-E.) 
11 Stunden bei 30°; erh. 0,4776 g Leucin = 34,3°/, Spaltung; 0,4245 ¢ 
gel. in 20°/,iger Salzsiure zu 10 ecm; / = 2); @ = +1,23°; [a]p = +14,5°. 

6. 1,846 g Ester +4 cem Wasser +0,08 g Pankreaspr. III (= 6,6 L.-E.); 
11 Stunden bei 30°; erh. 0,4932 g = 35,2°/, Leucin; 0,4929 g gel. in 
20°/,iger Salzsiure zu 10 cem; (J = 2); a = +1,43°; [a]y) = +14,5° 


Zeitlicher Verlauf der pankreatischen Spaltung von 
d- und l- sowie d,l-Mandelsaureester. 


Hinsichtlich der Wirkung des Leberenzyms ist es nach 
Dakin bekannt, daB sich die Verseifung des Racemates bis 
zum Ende fortfiihren laBt, daB die aktiven Komponenten also 
beide gespalten werden, nur mit verschiedener Geschwindigkeit. 
Auch die spezifischen Drehungen der gebildeten Sauren, 
niedriger als die wahren [@]-Werte, erweisen, daB es hier, wie 
es scheint, im Gegensatz zu den Glucosidasen, keine absolute 
Konfigurationsspezifitat gibt. Es wire freilich auch denkbar, 
daB die reinen antipodischen Ester mit gleicher Geschwindig- 
keit hydrolysiert wiirden und daB dennoch bei Anwendung des 
Racemates eine auswihlende Hydrolyse erfolgte. Diese Még- 
lichkeit ist nach Beobachtungen von R. Willstaitter und 
H. Sobotka!) tiber auswihlende Girung in Betracht zu ziehen. 
¢- und £-Glucose giren nimlich gleich schnell, dennoch wird 
aus dem Gemisch o«-Glucose vorgezogen. Galaktosegewéhnte 
Hefe vergiirt Galaktose rascher als Glucose; dennoch wird im 
Gemische von Galaktose und Glucose die letztere auswahlend 
vergoren. 


1) Diese Zs. Bd. 123, S. 164 und 8. 176 (1922). 





i? 



















































ichard Willstaétter und Friedrich Memmen, 


250 


o6664- = 9: ‘HL YW Ulssjsg 


sod “TV “81 °/0g urornyg 


osuaqa 
osusqe 
osuaqa 


‘jod joyoyry west"/,o¢ ur 


osuaqe 
1948q 3 1L2a‘T Wu 
iayng euyo 
Jayng ouyo 
osuaqo 
‘(9g = Hd) t-u¢‘g szoygnd 
-(0O"H NHN W09Z Inuyru 
Jayng suyo 








uesunyleweg 


























060 — ‘2 O2‘st 0a 
0900 — ‘3 8c‘0 02 
00°0 60 22.0 03 
oOLT— S‘O1 01'S 03 
0993 — mal 09's 0Z 
0f8'O+ +6 96° 0% 
0f9°T+ 90% GL‘e 0% 
0080 — L's oL‘s 02 
ose t+ ‘0 og‘c 02 
oL¢S‘0— 9‘F ey 08 
0880 OL 0s‘T 08 
0960 — rae 08‘Z 0g 
o0L‘T + S31 02'S 08 
ob SO+ 1) oc‘T 0g 
ic) Otek 
unyedg] ‘aqioA |'dutay, 


VG 
La! 


Las 
cT 


Up}s) 





HW9Z, 





™ 3 OL 

6 3 OL 
JaqayT 3 o'T 

a4 | c‘o 
svoryurg 3 ZO 
és , | co 


roqayT 3 20 


svalyaVg 3 T 


IIqay]T 3 1 
“c 3 I 
6c b | I 


svolyuvg 3 | 


1oqeyT 31 
(play q) teqory 3] 


wAzuy 





“PEO Mor 


- yoyy °%/, Szzyes 


muy ecCypoRrAop 


6 ‘74 


19380] Ayjour-ainesedoly, 


19380, 4qyour 
~s31sse-Axoyjour-[Auoy gq 
“ce 73 T3 
pli904]3-"sjapuvul-ouopy 
75 ce 
6c ce 


66 ¢é 
“cc sé 


19}s0]4g38-o1nRsopusyy 


aBIYSqNgG ‘wWoszery 





“UY IoOyoRsOL ‘oeqyjeszep] : 








a 





‘(AI ‘Adsoqory ‘T]] ‘Adsvoryueg “uIeMYOG WOA UoUIEWS][v wt ‘dyiduvsig ‘acyng sie 
dINYSMA[YOY-"qIvoig “YBN Wd CZ Url Aoysy [oy %*/, ystoumnz) wAzuedoqory pun -svoryuBg yu Joysy Joyostmezvs osfjo1péP 


"g OT[9A BL 








251 


Vergleich von Leberesterase mit Pankreaslipase. 


we. canna ot 


anaes detent suomesere 
= SRE ie a — os vias =e g 
sy GE Sa OR POL EP ED Ln stm FN REI AR 








‘IOH-01/@ ut ommeRg Jop Suansory sip ouorp Sunssopy aoyostajoursejod anz ‘opm uopotyosesqe Zunsory Jomeszyes y1rvj}s 
sne sep ‘youqoo1eg yerpAYIO[YH wWoussoMOS snv pUls oINYSsISsse-ouIMIV-[AUDYg Jap uosu uouoqesosue o1q (, 
‘pIIM uoyedsesqe woig yYoIO, uz Vp YwUITseq JYDIN (; 


‘SL F— = 0: [04 
-O¥[Y Ul 10jsy ‘puR.eAdy) 
*8$'§— =: FLY UlA9}8q 
‘puyIeAUy, ‘“loyNng ouyO 

‘938 3— = 0: [OY 
-O¥[V Ul 1ojsq ‘puytoAuy) 
(OSL — = Oy Uls9jSsy 
‘puRiaAuy) ‘loayng ouqg 

“LSS 
= 03 19}S]] 10} LapuBIOAT) 


096S+ 
= 0: 1948Y Io} 1opuRIoAu) 


osueqe 

osuaqo 
"HIV °319/,0G¢ UI Sunyoiq 
oLG I + =a24sq pugioAuy 
‘Tod “HTLV ‘S1°/)0¢ UT aAnRG 


‘oL8'O = 9: [O4ORLV 
Ul 19j8Sy ‘puRIaAUQ — 
‘jod ‘y[y "[osqe ur oInRg 


“MTV °51°/,0G Ut Sunyoiqg 


o89+ 


rit tt ee 
so: — 








9 s9Gt 


00c‘E+ 


0 9F'0O— 


ofl'O— 





‘ysoq yoru 
ors [(z(S Fe2‘0) 


‘ysoq JYOIU 


o‘ss = [(, (2 8¢z‘0) 

(; ie 

(, 7 
L‘6I 98°6 
g‘CT Z8‘s 
6'L 86‘ 
098 S6'LT 
S‘8T g9‘F 
9‘8 02% 








02 


O& 


O& 


06 





IT 


06 





6“ 


SvoIyUB 


19qo'T 


svoryueg 


19qo'T 


svolyueg 


sé 


foqo'] 


# c'Q 


3 c9 


- 


3 OT 
3 20 








8q[os.10p 


oqos.iap 
«+ * + -SGpoeS 
* oso] Adoad-omys 


-Sisseourme-[Aueyg 


. . . . . 


* osteqo 
* $3 TN OZ ‘IN OTA 
zyesuy ‘1ajso,Aqyour 
~“sIssouo0iq-;Auoyg 
raysq ‘ddop amu 4m 
ZJBSUY ‘YoRy F ‘aqjas1op 
“c “6 “ 
"SUV ‘[UqGOMaS ‘aqjasiep 
19}sq'ddop mu ‘wi z}%8 
“uy JayoeyF ‘aqiasrop 


. . . . . 


* osuaqo 


* Ja380-[Ayjour 
-"sSISso10[q4o-[Auoyg 


WY “Le omeoer 





ECL pORAopy < 


93 


cZ 


vG 


63 
6G 
1% 








ichard Willstaétter und Friedrich Memmen, 


250 


0666+ = 9: NPY ULI9Sy 
‘fod ‘ATW “S1°/,0¢ uraanyg 


osuaqa 
osuaqa 
osuaqa 


*‘jod joyoypy was1’/,og ur 


osueqgo 
1948 3 123‘T jiu 
1ayuq euyo 
Jayng auyo 
osueqo 
‘(9‘°g = Hd) t-u¢'g szognd 
“10° HNN 100g nT ATUL 
Jeyng euyo 





uasuny1oweg 

















g‘2 02'8I 
‘SZ 8c‘0 
60 22.0 
8‘OI OLS 
PFI 09‘s 
¥'6 98° 
9°03 eG 
‘st o1‘s 
$0 og‘¢ 
9‘F CLT 
SL 0s‘T 
ram | 08° 
831 02'S 
ee) oc‘T 











Sanjzvdg] ‘1qiaA 


%lo 'uzZ‘0OHOM 











0G 69 
0% €9 
06 Go 
03 9 
03 Go 
03 9 
0% GG 
06 03 
06 06 
O€ L 
O€ FG 
O$ Fl 
O§ FI 
O§ cI 
0 cupyg) 
dua y, }197, 


“ 8 OT 

rT] S OL 
1oqaryT 3 O'T 
73 P| c‘O 


svorqurg 3 2‘0 
“ec Ss co 
roqa'T 3 20 


SBVAIYUBT 3 I 
Togo] 3 I 

6c | I 

6 31 
svolyuvg 3 | 


raqe'y 3 ft 
(p1ajq) leqory 3] 


wAzuny 





a 


-uy “[UyOMosS feqyosi1ep 
" Toy °%/, +z7es 
“UY AOYORjOT ‘aqjaszap 


6 “ 


19}s0]Ayjour-oanesedos yf, 
‘ce 
“ce 
19380, Aq}ouI 
~sdisse-Axoyjou-[Auoyg 


74 6c és 


pii904]8-‘syapuvut-ouoyy 


“cc 46 


10}s0]|4q}R-o1nRs[opuByy 


aVIYsqng ‘woszery 














‘(AI ‘adseqory ‘TTT “Adsvaryqueg ‘ureAYog WOA uoUleWS [ve wt ‘dyiduesig faoyng sie 
dINysUa[YOY-"qAvoIg “AYN Wd CZ UT A9ISq Joy °%/, ysrounz) wAZzuedoqar] pun -svoryUBg JU Ioysq Ieyostmezer osporpAP 


"g STOUT 





BEF BPE Se PE, 





‘IOH-01/@ ul ameRg Jop Sunsory op ousrp Sunssopy Woyostyomrejod inz ‘opm uspetyqosesqe Sunsory Jomeszyes y1v}s 
sne sep ‘youqoo1eq yerpAYIO[YQ woussoMoS snve pUIs oINYSTISse-oulMV-[AUOYg Joep Ussud~y uoMoqoSaSue oIq (, 
‘PIM usjedsasqe woig yoo, nz Bp “ywUseq JYOIN (; 





251 


‘OL'F— = 0: [oy 
-O¥[V Ul 1osq ‘puyroaay) — —_ ‘ysoq yqoru 0% ra ag ey | eh he 9q[es1op | 6Z 
‘(88'S — =: FLY UlA9}Sq 
‘puyieauy) “AagN UGO JoOTT +! oZ9'G+ ors I[(c(Fes‘o)| O8 Il |svoryusg ScQ ]* * * * * oqyessop] gz 


























= ‘0666— = 9-04 
S = =-O¥TV UL Aojsy ‘puytoaug | — — ‘ys0q YOTU 02 2G “« 3¢0]° * ° * ° eqyeszop] 22 
E 0ST — = or ypy ur1838q | | * 49}80[4doid-oangs 
G ‘puyroauy, “Aagng eugqg | o89+ | o06°s+ o'ss |(g(S 8es'o)] O08 IT raqoyT 3 oo -Sissaourure-[Auoyg | 9 
‘0L8°S+ 
g =: 19}8Y IoJOpuRIOAUT) | — Ken (; ~ 02 02 [svoryutg 30% ]° ° °° * osuage | cz 
© | * $3 TN 03 “IN OrA 
5 096'S+ zyesuy ‘103s0,Ay}0ur 
3 = 0:19}Sq Jo}topur.13aAuy | — = (; a 06 02 1aqory 3 OF ~“sdissowmo1q-[Auoyg | $2 
gs 1aysq ‘ddop mu jiu 
Re. osuaqo o083—] 0061 L‘6T 98°6 02 S “ 8 O'F | zyesuy ‘yous F ‘oqposaop | ez 
5 osuaqe o0F—] oFOT— | s'ct 28's oz | ez « go] « « P - 
Fe "ATV °319/,0¢ ur Sunyorqg | oLI— | 083 0- 6'L 86'I 06 | 9% |svorqueg 5 Z‘0 | ‘suy TuqQMod ‘oqjoszap | 1z 
3 oLGT-+ = orysq pugsoaug 19}8q'ddop mu ‘uw z}"s8 
e ‘od ‘yyy '31°/,0¢ uremmeg] ,gt— | o8SI- 0°98 S6°LI 0z FZ “ 30% | -uy soyqovzp¢ ‘aqzossap | 0z 
= 9180 = 9: [OYONTY 
Ul 19}8Sq] ‘puyIeAUQ — 
‘Jod “yTV ‘Josqe url ammEg]|,GI—] 09F0— 8‘8T 89°F 03 3 “ S30OTT * * * ° + osuaqel et 
"aTV °S1°/,0¢ ut Bunyoiq }oOT— |] oet‘o— 8'8 02'S 06 9% faqaT 320 ]° °° 19389-[Aq Jour 
-“sSisso10;qo-|Auoyg | ST 
OF — = YM °HATV Ul Topsy 









| -UW ‘THUUOMaS ‘aqTasrIaDnl CYT 





252 Richard Willstitter und Friedrich Memmen, 


Die Spezifitit der pankreatischen Hydrolyse priiften wir 
mit Mandelsiureestern durch Vergleich der Spaltungsgeschwin- 
digkeiten am Racemate und an seinen reinen Komponenten. 
Die Versuchsanordnung war wie in den Beispielen der Tabelle 5, 
aber die Estermenge zumeist nur 0,45 g d. i. 3/,,, Mol im 
Volumen von 25ccem, ein kleiner UberschuB iiber die lisliche 
Menge. Nach Ablauf der Bestimmungszeit wurde die Reaktion 
durch Zugabe von 1,5ccm verdiinnter Schwefelsiure stillgelegt 
und das Gemisch von Ester und Siure im Extraktionsapparat 
ausgeithert. Im Abdampfriickstand wurde die Mandelsiure 
in 70°/,igem Alkohol unter Anwendung von Phenolphthalein 
titriert und vom gefundenen Wert die Verseifungszahl des 
Leerversuchs abgezogen (0,08 com 0,2n-KOH in 4 Stunden 
bei 20°). 

Der Vergleich ergab fiir 1-Mandelsiureester unter den ge- 
wahlten Bedingungen in 1 und 4 Stunden um etwa 30°), 
mehr Spaltung als beim d-Ester, wihrend die Werte fiir das 
Racemat dazwischen lagen. Zur Hydrolyse von 25°/, sind 
fiir 1-Mandelsiureester 3,16, fiir den d-Ester 5,25 Stunden er- 
forderlich. 

mit 0,5 g P 41 
Pankreaspr. III 

1 Stunde 1,64cem = 13,1°/, 1,24cem= 9,9°/, 1,60ccem = 12,8°, 

4Stunden 3,78cem = 30,2 2,70cem = 21,6 3,20ecem = 25,6 

Die Reaktion schreitet nur etwa proportional den Quadrat- 
wurzeln der Zeiten fort, da das entstehende mandelsaure Salz 
hemmend wirkt. 

Mit 0,5 g Pankreaspr. III ohne Zusatz mit 0,1141 g mandels. Kal. 
0,9g d,i-Ester; 1 Stunde 1,90 cem 0,88 ecm Spaltung 

Unser Vergleich zwischen d- und 1-Mandelsiureester wird 
noch durch einen Versuch erginzt, der dariiber AufschluB gibt, 
ob sich die Spaltungsgeschwindigkeiten bei geringeren Knzym- 
mengen wesentlich anders gestaltet hitten, der Unterschied 
gréBer ausgefallen wire. Es zeigt sich, daB die Fermentmenge 
nicht zu groB bemessen war; bei Verminderung von 0,50 auf 
0,20 g sanken die Spaltungswerte, wenn auch nicht genau 
proportional mit der Fermentmenge. 
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Angewandt 1/,59 Mol d,l- Mandelsiiureester, Bedingungen wie oben. 
Pankreaspr. III. 1 Stunde 4 Stunden 
0,20 g 0,85ccem = 6,8 °/, 1,60 com = 12,8 °/, 
0,50 g 1,60 cem = 12,8 3,20 cem = 25,6 
Bemerkungen zu den angewandten Estern. 
d-Mandelsiure-iithylester. Das nach J. Lewkowitsch?) dar- 
gestellte Cinchoninsalz wurde zweimal aus Wasser umkrystallisiert. Der 
Ester, aus dem Silbersalz mit Jodithyl unter Kiihlung gewonnen und 
unter 0,5mm Druck destilliert, wies [e«]}* = + 189° auf (in Schwefel- 
kohlenstoff; ¢ = 2,446, 1 = 2, o,, = + 9,25°). 

1-Mandelsiure, als Morphinsalz nach A. Me Kenzie?) aus der 
Mutterlauge des Cinchonin-d-Salzes gefallt und aus heiSem Alkohol um- 
krystallisiert, zeigte [a|}*=—157°; der aus dem Silbersalz bereitete 
|-Athylester besaB {a]1* =— 190° (in Schwefelkohlenstoff; ¢ = 2,83, 1 = 2, 
a, = — 10,75°), wiihrend P. Walden) [a], = — 180,0° (Schwefelkohlen- 
stoff, c = 2,5) beobachtete. 

Die Léslichkeit des aktiven Mandelsiiureesters fanden wir = 0,157 g 
in 10cem Lésung von 20°, von d,l-Ester 0,161’g. 

Mandelsiiuremonoglycerid. Nach einer demniichst zu verdffent- 
lichenden Arbeit von R. Willstitter und F. Kénigsberger aus 
Mandelsiiure und Glycerin unter der Wirkung von einer Spur Kupfer- 
sulfat gewonnen, mit Hilfe von Essigester isoliert und von beigemischtem 
Diglycerid durch Ausziehen des letzteren mit Ather befreit. Syrup von 
der Verseifungszah] 243 statt ber. 248. 

Phenyl] - methoxy - essigsiiure- methylester Siedep.,, 121—122°. 
Phenyl-chloressigsiiure-methylester Siedep., 93—94°; Phenyl-aminoessig- 
siure-propylester Siedep.,. 123—124°. 

d,1-Tropasiiure-methylester. Aus gefiilltem Silbersalz mit Jodmethyl 
unter Kithlung gewonnen; Siepepunkt unter 0,2mm Druck 121—122°; 
farbloses Ol von d?° = 1,1432; 10 cem Lisung enthielten bei 20° 0,172 g. 

0,1978 g Substanz gaben 0,4814 g CO, und 0,1182 g H,0. 

C,,H,,0, Ber. C 66,64°/, H 6,72°/, O 26.64°/, 
Gef. ,, 66,87 » 6,64 


1) Chem. Ber. Bd. 16, S. 1568 (1883). 
2) Am Chem. Soc. Bd. 75, S. 968 (1899). 
’) Zs. pbysikal. Chem. Bd. 17, S. 108 (1895). 


























Untersuchungen iiber den Ammoniakgehalt des Blutes. 
Von 


VY. Henriques und E. Gottlieb. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Kopenhagen,) 
(Der Redaktion zugegangen am 26. Mai 1924.) 


Die Ammoniakmengen, die angeblich im Blute vorkommen, 
werden von den verschiedenen Untersuchern, die sich mit dieser 
Frage beschiftigten, sehr verschieden angegeben, je nach der 
von ihnen benutzten Methode. 

Bei den alteren Verfahren entfernte man erst die Protein- 
stoffe, machte darauf das Filtrat alkalisch und destillierte das 
Ammoniak ab. Es hat sich jedoch spiter gezeigt, daB diese 
Verfahren viel zu hohe Werte ergeben. 

Bei den neueren Verfahren treibt man das Ammoniak 
bei gewohnlicher Temperatur aus, entweder durch Destillation 
im Vakuum oder mittels eines kriftigen Luftstroms. Wenn 
das Ammoniak abdestilliert oder in eine Vorlage hiniiber- 
gesogen worden ist, benutzen die verschiedenen Untersucher 
Titration, Nesslerisation oder Destruktion mit Natriumhypo- 
bromit und Luftvolumetrie der ausgetriebenen N,-Menge. 

Eine Darstellung der verschiedenen Verfahren sowie der 
durch dieselben gewonnenen Resultate findet sich in einem 
Aufsatz von Nash und Benedict), sowie in einigen Mit- 
teilungen von Henriques und Christiansen?) und braucht 
hier somit nicht wiederholt zu werden. 

Was bei Ammoniakbestimmungen im Blute die gréBten 
Schwierigkeiten bereitet hat, ist — wie von Folin und Denis’*) 





1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 48 (1921). 
*) Biochem. Zs. Bd. 78 u. 80 (1916 u. 1917). 
’) Jl. of Biol. Chem. Bd. 11 (1912). 
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beschrieben — der Umstand, daB sich bei allen Temperaturen, 
sogar bei 0°, spontan Ammoniak bildet. Diese Ammoniak- 
bildung scheint sich bei einem Zusatz von Alkali oder bei 
jeder beliebigen anderen Behandlung, welche zwecks Isolation 
des Ammoniaks unternommen wird, zu steigern. Folin und 
Denis suchen bei ihrem Verfahren eine gréBere Wirkung 
davon zu vermeiden, indem sie das Ammoniak so schnell wie 
méglich aus dem Blut austreiben. Sie benutzen daher eine 
kleine Blutmenge, 5—10 ccm, und eine kraftige Durchliftung. 

Da aber die Ammoniakmengen im Blute sehr klein sind, 
sind die von ihnen colorimetrisch nach der Nesslerisation ge- 
messenen Ammoniakmengen von so geringer GréBe, daB die 
Gefahr einer Verunreinigung mit Ammoniak aus den benutzten 
Reagenzien durch Luft und Wasser im Laboratorium eine 
eroBe Bedeutung bekommen kann. 

Thr Verfahren ist bei den meisten spiiteren amerikanischen 
Untersuchungen befolgt worden und hat Resultate ergeben, die 
von vielen Untersuchern in Europa als zu niedrig betrachtet 
worden sind: im Arterienblut etwa 0,03—0,08 mg Ammoniak-N 
pro 100 ccm. 

Die Kritik gegen dieses Verfahren wendet meistens ein, 
daB die Ammoniakmenge nicht im Laufe von den 10—30 Mi- 
nuten, die Folin u. Denis und Nash u. Benedict fir die 
Durchliftung gebrauchen, quantitativ ausgetrieben sein kann. 

Henriques und Christiansen suchten bei ihrer Me- 
thode die Ammoniakbildung durch Zusatz von viermal so viel 
Alkohol zu vermeiden; die. Resultate lagen nach einer 4 stiin- 
digen Durchliiftung einigermafen konstant um 0,25—0,30 mg 
NH,—-N pro 100 ccm. Auf die Wirkung des Alkohols werden 
wir spiter niher zu sprechen kommen. 

Als wir diesen Winter wieder einige Untersuchungen tiber 
den Ammoniakgehalt des Blutes in Angriff nahmen, unter- 
suchten wir daher zuerst wieder, wie schnell sich eine bekannte 
Ammoniakmenge unter gewissen variierenden Umstiinden durch 
Durchliiftung in die Vorlagen, die wir von Zeit zu Zeit 
wechselten, hiniibertreiben 1iBt. 

Die Ammoniakmenge der Vorlagen wurde in sdmtlichen 









































SM a i key Aw AG EE REAR 
perce ine 





Sete esta te 




















256 V. Henriques und E. Gottlieb, 


Fallen durch eine Titration mit n/280-NaOH aus einer Mikro- 
biirette nach Destillation in neue Vorlagen mit n/280 H,SO, 
bestimmt. 

Als Indikator benutzen wir Methylrot, und da in gleich groBen 
Volumina und bis zu einer bestimmten Reaktion (p,, = 5,6) 
titriert wurde, konnte der Umschlag mit einer Genauigkeit von 
+ 0,01 ccm, 0,0005 mg NH,—N entsprechend bestimmt werden. 

Bei diesem Verfahren sah man, daB sich eine bestimmte 
Ammoniakmenge zum gréSten Teil schnell in die Vorlage 
hiniibertreiben lieB: bei einer aihnlichen Anordnung wie von 
Nash und Benedict benutzt, aber mit einer stirkeren 
k,CO,-Lésung etwa 80—90°/, im Laufe von 15 Minuten. Im 
Verhaltnis dazu war aber eine lingere Durchliiftung, etwa 
30—60 Minuten, erforderlich, um die letzten Reste mit hiniber 
zu treiben. Wiahrend dies bei reinen NH,Cl-Lésungen der 
Fall war, zeigte es sich, daB das Blut ohne Zusatz von NH,Cl 
bei gleich langer Durchliftungsdauer einigermaBen gleich groBe 
Ammoniakmengen abgab. 

Bei Versuchen mit nicht frischem oder mit bekannten 
NH,Cl-Mengen gemischtem Blut ging, wie es auch bei wiBrigen 
Lésungen der Fall war, die gréBte Menge der zu Anfang des 
Versuches vorhandenen Ammoniakmenge in etwa 15 Minuten 
in die Vorlage iiber. 

Man muBte also, wenn man die Ammoniakmengen kennen 
lernen wollte, die annehmbar im Augenblick der Blutentleerung 
vorhanden sind, entweder wie Folin und Denis die Durch- 
liiftung so schnell abzuschlieBen suchen, da8 sich keine merk- 
bare NH,-Bildung hat vollziehen kénnen, oder in mehreren 
Tempi durchliften und jedesmal die Vorlage wechseln, wobei 
die gesamte Durchliiftung sich iiber eine solche Dauer erstrecken 
mu8, wie fiir eine Ausliftung von NH, in Wasser erforderlich 
ist. Man kann dann eine Reihe von Bestimmungen gewinnen, 
aus denen man durch Extrapolation die NH,-Mengen kennen 
lernen kann, die annehmbar unmittelbar zu Anfang des Ver- 
suches vorhanden waren. 

Wenn letzteres Verfahren also auch eine gréBere Anzahl 
von Analysen erfordert und demselben das Ubel auhaftet, daB 
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ein geringer Fehler in der Bestimmung des Blindwertes im 
Endresultat aufsummiert wird, liBt sich dabei doch besser als 
durch ersteres Verfahren entscheiden, ob eine Blutprobe iiber- 
haupt praformiertes Ammoniak enthiilt. 

Ks sollen hier ein paar Beispiele von Versuchen letzterer 
Art angefiihrt werden. 

Vers. I. 25.2., 10 Uhr 50 Min. wurden an einem Ziegenbock 
durch Venenpunktur am Halse etwa 100 ccm Blut in einen 
durch Eis abgekiihlten Kupferkolben entleert, worin das Blut 
mit reinem Natriumoxalat gemischt wurde. Nach Abkihlung 
wurden 2 Proben von 10 ccm entnommen; zu der einen — 
wie auch zu einer dritten Blindprobe mit 10 ccm sorgfiltig 
gereinigtem Wasser — wurden 2 ccm NH,Cl-Lisung mit 
0,0133 mg NH,—N gesetzt. Zu jeder Probe wurden 10 ccm 
abgekiihlte 25°/, ige K,CO,-Liésung und 1 ccm sek. Octylalkohol 
gesetzt. 


Tabelle L 








In der Vorlage gefunden 


—Ubr | Uhr | Uhr | 
11251140] 11454915] 4420__420 Summe 





—~ oo - —— j ] | 
1. 10 ccm Blut | 


10 ,, K,CO,-Lésung | 
2 ,, redestill. Wasser | 
1 ,, Octylalkohol 0,000 0,001 0.0015 | 0,0025 


2.10 ,, Blut | 
10 ,, K,CO,-Lésung 
2 ,, NH,Cl-Lésung | 
1 ,, Octylalkohol 0,008 | 0,004 0,001 | 0,013 





3. 10 ,, redestill. Wasser 
10 ,, K,CO,-Lésung 
2 ,, NH,Cl-Lésung 
1 ,, Octylalkohol 0.0078 | 0.0034 








| | 
| 0,000 | 0,011 
Das Blut wurde in hohen, mit zweifach durchbohrtem 
Gummistépsel verschlossenen Reagensglisern (220 x 25 mm) 
angebracht. Die zuleitende Réhre reichte bis auf den Boden 
hinab und endete mit einem Bobbelverteiler; die ableitende 
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Réhre war mit einem in ihnlicher Weise wie Hopkins Modell 
konstruierten Tropfenfinger versehen. 

Der Luftstrom, der zuvor dreimal mit einer Siure und 
einmal mit Natrium gewaschen wurde, hatte eine durchschnitt- 
liche Geschwindigkeit von 4 Liter in der Minute. Die Tempe- 
ratur betrug nach beendigter Durchliiftung 8—11° C. 

Zwei ihnliche Versuche mit Arterien- und Venenblut aus 
dem Halse von Ziegen ergaben dasselbe, nimlich dab zu An- 
fang der Versuche wahrscheinlich in den entnommenen Proben 
kein Ammoniak vorhanden war. Das Resultat war dasselbe, 
wenn das Blut im voraus hiimolysiert worden war. 

Da Fleischfresser mit dem Harn gewoéhnlich weit gré8ere 
Ammoniakmengen ausscheiden als Pflanzenfresser, wird man 
a priori geneigt sein, in dem Blut von Fleischfressern einen 
sréBeren Ammoniakgehalt zu erwarten. 





Tabelle Ila. 








Darauf wieder 























5 Mi 5 
Bei 0° Bats "| 30 Minuten go 
8 geliiftet = 
1. 10 cem Blut 
10 ,, K,CO, 
1 ., Octylalkohol 0,000 0,003 0,008 
2. 10 ,, Blut 
2 ,, NH,Cl-Lésung 
10 ., K,CO, 
1 ., Octylalkohol 0,007 0,006 0,013 
Bei 10° 45 Minuten geliiftet 











8. 10 cem Blut 
10 , K,CO, 
1 ,, Octylalkohol 0,003 


4. 10 ,, Blut 
2 ,, NH,Cl-Lésung 
10 ,, K,CO, 
1 ,, Octylalkohol 0,021 
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Nach Eimgabe von Siure oder CaCl,, das in ithnlicher 
Weise wie Saiure wirkt, da CaCO, zum gréBten Teil mit den 
Exkrementen ausgeschieden wird, kann die NH,—N-Menge im 
Harn bei Hunden ferner bis auf etwa 25°/, der gesamteu N- 
Menge zunehmen. Wir fiihren daher auch einen Versuch mit 
einem Hunde bei gewodhnlicher Kost und nach Eingabe von 
croBen CaCl,-Mengen an. Der Harn wurde gleichzeitig untersucht. 

Vers. Ila. 18. 3., 1 Uhr 55 Min., wurden an einem Hunde 
durch Venenpunktur am Halse etwa 50 ccm Blut entnommen. 
Das Blut wurde sofort in einer silbernen Schale auf Eis ab- 
gekiihlt, und mit ein wenig reinem Natriumoxalat gemischt. 
Daraus wurden 4 Proben entnommen. Zu zweien von ihnen, 
Nr. 2 und 4, wurde eine bekannte 0,0133 mg NH,—N enthaltende 


Tabelle iLb. 





mere Wieder | Wieder 
ia 16 ee. 8 ' ‘ : 
Bei 0° i 30 Min. | 60 Min. | Summe 
celiiftet rs ae 
geliiftet | geliiftet 
1. 10 cem Blut 
0 ., BAD, 
1 , Octylalkohol 0,000 0,0005 0,001 0,0015 
2. 10 ,, Biat 
10 , K,CO; 
1 ,, Octylalkohol 0,000 0,002 0.0015 0,0035 


























| 
| 
| 
| 
| 
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Bei 9° SS |SSS(5=5] = 
BH [SSRIS S| F 
%. 10 cem Blut ergibt 
15 ,, redestill. Wasser Himo- 
mit 1 Tropf. HCl lyse 
6 ., SA 
1 ,, Octylalkohol 0,000 } 0,0005] 0,008 | 0,0035 
4.10 ,, Blut | Himolyse und 
25 ,, Alkohol J Proteinfillung 
Ww , BAD, 
1 ,, Octylalkohol 0,004 | 0,010 | 0,011 | 0,025 
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Menge NH,Cl gesetzt. Im tibrigen wurden die Proben wie im 
vorigen Versuch behandelt; jedoch wurden Nr. 1 und 2 wihrend 
der Durchliiftung abgekihlt, wihrend Nr. 3 und 4 nach der 
Durchliiftung eine Temperatur von 10° hatten (s. Tab. Ia). 

Der Hund erhielt eine Kost von Schmalz, Brot und 
Wasser. Gleichzeitig entnommener Katheterharn hatte eine 
Reaktion von p,, = 7,6 und enthielt 3,05°/, seiner N-Menge 
als Ammoniak-N. 

15. 3. und 16. 3. erhielt der Hund an jedem Tag 20 ¢ 
CaCl,6H,O in Fleisch. 

Vers. IIb. 17. 3., 10 Uhr 30 Min., fand Venenpunktur am 
Halse statt, und das Blut wurde wie oben beschrieben behandelt. 
2 Proben wurden auch hier unter Durchliiftung auf Eis abgekiihlt. 

Gleichzeitig entnommener Katheterharn hatte eine Reaktion 
von p,, = 5,9 und enthielt 27,6°/, seiner N-Menge als Am- 
moniak-N (3,86 mg NH,—N pro Kubikzentimeter). 

Auch in diesem Falle war wahrscheinlich zu Anfang im 
Blute kein NH, vorhanden (s. Tab. IIb). 

Bei dem zuletzt angestellten Versuch gibt sich auBerdem 
die Wirkung des Alkohols zu erkennen. Als man seinerzeit 
bei NH,-Bestimmungen am Blut den Gebrauch von Alkoiol 
einfiihrte, geschah das in der Absicht, die Ammoniakabspaltung 
fermentativer Vorginge zu verhiiten. Nihere Untersuchungen 
haben aber gezeigt, da’ die NH,-Bildung sich nicht verhindern 
laBt, und daB auf einen Zusatz von Alkohol oder von protein- 
fallenden Stoffen — wie auch auf eine kurzwierige Erwirmung — 
eine vermehrte NH,-Bildung folgt. DaB es bei friiheren Unter- 
suchungen von Henriques und Christiansen gelungen ist, 
konstante Mengen von Ammoniak im Blute nachzuweisen, beruht 
also darauf, daB die angewandte Methode in ein und derselben 
Weise benutzt wurde. 

Ks ist von mehreren Forschern der Gedanke ausgesprochen 
worden, da’ méglicherweise im Blut gar kein Ammoniak vor- 
handen ist, und Barnett?) hat friiher dargetan, daB man weit 
niedrigere Werte des Ammoniakgehaltes findet, wenn die Durch- 
liftung unmittelbar nach der Entnahme des Blutes begonnen 


i) Jl. of Biol. Chem. Bd. 29 (1917). 
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wird. Wir glauben durch unsere Versuche gezeigt zu haben, 
dab Blut aus einer Vene am Halse von Ziegen sowie von 
Hunden wahrscheinlich kein Ammoniak enthilt, jedenfalls nicht 
so groBe Mengen, daB sie durch die bisher bekannt gewordenen 
Verfahren nachzuweisen sind, Ob sich in anderen Gefaf- 
gebieten oder unter besonderen Umstinden Ammoniak im Blut 
nachweisen laBt, mu durch kiinftige Versuche entschieden werden. 

Falls das Ergebnis der hier angefiihrten Versuche richtig 
ist und also im Blut kein Ammoniak vorhanden ist, so ist 
damit gegeben, dab das Ammoniak des Harns in den Nieren 
gebildet sein muB, wie von Nash und Benedict angegeben. 


Zusammenfassung. 


Die angefiihrten Versuche machen es in hohem Grade 
wahrscheinlich, da& das Blut kein priformiertes Ammoniak 
enthiilt. 

Die friiher im Blute nachgewiesenen Ammoniakmengen 
rihren in vielen Fiillen wahrscheinlich von einer nach der 
Entleerung des Blutes stattgefundenen Ammoniakabspaltung her. 





Anmerkung. Nachdem der obenstehende Aufsatz fertig ge- 
schrieben worden war, ist eine Abhandlung von 8. R. Benedict und 
T. P. Nash jun.: Uber den Ammoniakgehalt des Blutes') erschienen, in 
der die beiden Verfasser die Resultate kritisieren, die von dem einen 
von uns (V. H.*) durch Untersuchungen iiber das angefiihrte Thema 
erreicht wurden, Wie aus unserem Aufsatz ersichtlich sein wird, pflichten 
wir in allem Wesentlichen den Einwendungen bei, welche die ameri- 
kanischen Verfasser aussprechen. Die Ursache der hohen von V. Hen- 
riques und Christiansen gefundenen Werte des Ammoniakgehaltes 
des Blutes beruhen auf dem eigentiimlichen Umstand, daB ein Zusatz 
von Alkohol zum Blute eine Ammoniakabspaltung ergibt. Im iibrigen 
ergibt die von uns friiher sowie diesmal benutzte Methode zu Bestim- 
mungen der NH,-Mengen, die durch Liiftung in die Vorlagen hiniiber- 
getrieben worden waren, vollkommen so gute Resultate, wie die von 
den amerikanischen Forschern benutzte Methode. 

SchlieBlich machen wir wieder darauf aufmerksam, da unsere 
oben angefiihrten Versuche in der Richtung deuten, daB das Blut gar 
kein Ammoniak — also nicht einmal die von Benedict und Nash ge- 
fundenen Mengen von etwa 0,09 mg in 100 cem Blut enthiilt. 


1) Diese Zs. Bd. 136, S. 180 (1924). 
*) Diese Zs. Bd. 180, S. 39 (1928). 





























Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. IX. 


Uber Ooporphyrin aus Kiebitzeierschalen und seine Beziehungen 
zum Blutfarbstoff. 
Von 
Hans Fischer und Fritz Kéel. 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Technischen Hochschule Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Mai 1924.) 


In der IV. Mitteilung iiber die natiirlichen Porphyrine ‘) 
wurde das Ooporphyrin beschrieben, welches aus Méveneier- 
schalen als krystallisierter Ester dargestellt wurde. Auch in 
vielen anderen Eierschalen wurde ein mit diesem Porphyrin 
spektroskopisch identischer Kérper gefunden. Aus Kiebitz- 
eierschalen wurde das Porphyrin ebenfalls in kleiner Menge 
gewonnen und in ein krystallisiertes Kisenkomplexsalz iiber- 
gefiihrt, das nach der krystallographischen Messung von Herrn 
Dr. Steinmetz sowie nach der spektroskopischen Untersuchung 
sich als identisch erwies mit dem komplexen Eisensalz aus 
dem Porphyrin der Méveneierschalen. Weiterhin haben wir 
bereits damals auf die auBerordentliche Ahnlichkeit des spektro- 
skopischen Befundes von Kimmerers Porphyrin mit Oopor- 
phyrin hingewiesen. 

Durch das grobe Entgegenkommen von Frau Thiene- 
mann in Hamburg, der wir auch an dieser Stelle unseren 
verbindlichsten Dank aussprechen, sind wir jetzt in den Besitz 
von 150 g Kiebitzeierschalen gekommen und haben die Unter- 
suchung wieder aufnehmen kénnen. Wir erhielten aus diesen 





1) Diese Zs. Bd. 131, S. 241 (1923). 
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Schalen nach dem friiher beschriebenen Verfahren 60 mg 
krystallisierten Ester. Im Schmelzpunkt und in den Kigen- 
schaften stellten wir weitgehende Ubereinstimmung mit dem 
Porphyrin aus Méveneierschalen fest. Die beiden Porphyrine 
sind identisch und man kann demgemiB mit einiger Wahr- 
scheinlichkeit annehmen, daB in allen Eierschalen dasselbe 
Ooporphyrin vorkommt. 

Ks war nun sehr interessant festzustellen, ob das Oopor- 
phyrin zur Blutfarbstoffreihe A oder B gehért (A ist der Himo- 
globintyp, B der ,,.Koproglobintyp“). Nach der friiheren Unter- 
suchung muBte man bereits mit groBer Wahrscheinlichkeit auf 
die Reihe A schlieBen, weil bei der totalen Reduktion Saure- 
und Basenfraktion beobachtet wurde, wiihrend bei der Reihe B 
die Basenfraktion fehlt. Die Untersuchungen Giersbergs 
sprachen mehr fiir synthetische Bildung, und das war der 
Grund, weshalb wir uns trotzdem nicht auf die Abstammung 
vom Hamoglobin festlegen wollten. 

Wir haben nun eindeutig die Zugehoérigkeit zur Himo- 
globinreihe beweisen kénnen. Bei der gemiBigten Reduktion 
mit Eisessig—Jodwasserstoff wurde nimlich Mesoporphyrin er- 
halten, welches als Natriumsalz isoliert und durch weitere 
Uberfiihrung in das krystallisierte salzsaure Salz identifiziert 
wurde. Herr Dr. Steinmetz hatte wieder die Freundlichkeit, 
die chemisch und spektroskopisch festgestellte Identitat durch 
krystallographischen Vergleich zu bestitigen. 

Zu dieser Untersuchung arbeiteten wir zuniichst an Himin eine 
Mikromethode aus, zu welcher wir 10 mg Substanz verwenden. Das 
durch kurzes Kochen mit Eisessig—Jodwasserstoff erhaltene Mesoporphyrin 
wurde als Natriumsalz abgeschieden, dessen groBe Schwerléslichkeit 
durch die Untersuchung von H. Fischer und Rése') bekannt ist. 
Dieses wurde dann in krystallisiertes Mesoporphyrin—Chlorhydrat iiber- 
gefiihrt und so identifiziert. 

Mit Kisessig—Bromwasserstoff entstand aus dem Ooporphyrin 


Himatoporphyrin, das wegen Materialmangels bis jetzt aller- 
dings nur spektroskopisch nachgewiesen werden konnte. Durch 





1) Chem. Ber. Bd. 46, S. 2460 (1913). Statt der dort angegebenen 
Behandlung der Filter mit stark verdiinnter Natronlauge verwenden wir 
schon seit vielen Jahren verdiinntes Ammoniak. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXVIII. 18 
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diesen Befund ist die in der I. Mitteilung iiber diesen Gegen- 
stand angenommene Isomerie mit Mesoporphyrin widerlegt, 
denn Mesoporphyrin kann nicht in Hamatoporphyrin iiber- 
gefiihrt werden. Fiir die Konstitution des Ooporphyrins sind 
diese einfachen Feststellungen grundlegend. Im Ooporphyrin ist 
derselbe Kern wie im Blutfarbstoff enthalten und auch in der 
Anordnung der Seitenketten mu weitgehende Analogie be- 
stehen. Es ist in héchstem MaBe wahrscheinlich, daB sich 
das Ooporphyrin aus dem Himin durch Abspaltung des komplex 
gebundenen Eisens ableitet. DemgemiB riickt das Ooporphyrin 
in nachste Verwandtschaft zu Kiammerers Porphyrin, welches 
H. Fischer als Zwischenprodukt bei der Umwandlung des 
Blutfarbstoffs in Gallenfarbstoff auffaBt und fir welches die 
nachstehende Formel als vorliufiges Bild angegeben wurde: 


CH,—CH,—COOH 


| 
| 
C C C C 
Na \ Ni 
B 
man ‘ Cae y OH 
i ZN 
C rf C 
| | 
H,C=CH—C——C—CH, C—=C_CH, 
H,C=H 


Die wichtige Frage, ob Kammerers Porphyrin mit 
Ooporphyrin identisch ist, muB unbedingt bejaht werden. 
Kimmerers Porphyrin wurde nach dem spektroskopischen 
Befund in Hamatoporphyrin ibergefiihrt und zwar bei der 
Einwirkung von Hisessig—Bromwasserstoff wie auch gelegentlich 
beim bloBen Stehen in Kisessig—Ather. Wir haben weiterhin 
Kimmerers Porphyrin verestert; aus dem krystallisierten 
Ester, welcher spektroskopisch mit dem Ooporphyrinester iiber- 
einstimmte, wurde das Kisenkomplexsalz in der iiblichen Weise 
dargestellt. Die krystallographische Untersuchung von Herrn 
Dr. Steinmetz ergab Ubereinstimmung mit einem neu her- 
gestellten Priparat von Oohiminester aus Kiebitzeierschalen. 
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Das Ooporphyrin, welches nach unseren Feststellungen 
ohne Zweifel nicht mit Uro- und Koproporphyrin in Zusammen- 
hang gebracht werden kann, ist sehr wahrscheinlich ein 
Zwischenprodukt auf dem Weg vom Blutfarbstoff zum Gallen- 
farbstoff. Eine ganz betriichtliche Stiitze dieser Auffassung 
wiirde dann gegeben sein, wenn es gelinge, die bunten Begleit- 
farbstoffe in den Eierschalen mit Gallenfarbstoff oder dessen 
Derivaten zu identifizieren. Insbesondere interessiert es uns, 
ob auf biologischem Wege die Uberfihrung von Kimmerers 
Porphyrin in Bilirubin méglich sein wird. Wie schon in der 
IV. Mitteilung erwihnt, hat uns bis jetzt Materialmangel ver- 
hindert, diese Untersuchungen anzugehen; wir hoffen, in diesem 
Sommer eine geniigende Menge Eierschalen zu erhalten. 

Was den biologischen Vorgang bei der Bildung des 
Ooporphyrins anlangt, so entsteht es sicher durch Abbau aus 
dem Blutfarbstoff und zwar auf dem Wege der Autolyse, bei 
der ja bekanntlich Kimmerers Porphyrin auftritt.+) 

Es war beabsichtigt, die vorliegende Arbeit erst nach 
volligem Abschlu8 zu verdffentlichen. Wir teilen unsere bis- 
herigen Ergebnisse aber jetzt schon mit, da A. Papendieck?) 
vor kurzem aus Schwefelwasserstoffblut mit konzentrierter 
Salzsiure ein Porphyrin erhalten hat, dessen krystallisierter 
Ester bei 225° schmilzt. Da nach den Angaben von List’) 
auch die spektroskopischen Werte mit unseren Werten von 
Ooporphyrinester und Kaimmerers Porphyrin dhnlich sind, 
schien uns ein direkter Vergleich dringend wiinschenswert. 
Wir haben deshalb den Ester des Papendieckschen Porphyrins 
dargestellt und mit EHisessig—Jodwasserstoff nach der oben 
erwahnten Mikromethode in krystallisiertes Mesoporphyrin- 
chlorhydrat iibergefiihrt. Dieses Porphyrin steht demnach 
gleichfalls in den niachsten Beziehungen zum Blutfarbstoff und 
in der Tat wurde auch bei der Behandlung mit Eisessig— 
Bromwasserstoff nach den spektroskopischen Befunden eindeutig 
Hamatoporphyrin erhalten. Gegen Wasserstoffsuperoxyd mit 





1) Diese Zs. Bd. 135, S. 258 (1924). 
2) Diese Zs. Bd. 134, S. 158 (1924). 
8) Diese Zs. Bd. 135, 8S. 95 (1924). 
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konzentrierter Salzsiure in Eisessiglésung verhalten sich Oopor- 
phyrinester und Papendiecks Porphyrinester ebenfalls gleich- 
miBig; in beiden Fallen erhalt man grasgriine Fallungen. Ob} 
auch hier Tetrachlorverbindungen vorliegen, muB mit gréBerer 
Materialmenge entschieden werden. 

Zur weiteren Identifikation haben wir die Kisenkomplex- 
salze der Ester von Ooporphyrin sowie von Papendiecks 
und Kimmerers Porphyrin dargestellt. Herr Dr. Steinmetz 
hat den krystallographischen Vergleich durchgefiihrt und nach 
seinem Gesamtbefund sind die 3 Priparate identisch. Endlich 
stimmen auch die spektroskopischen Werte der EKisenkomplex- 
salze in Chloroformlésung iiberein, desgleichen die der nach 
Pyridinzusatz erhaltenen ,,Himochromogene“. Die 3 Porphyrine 
lésen sich in 25°/,iger Salzsiure auf; beim Abstumpfen der 
freien Mineralsiure mit Natriumacetat gehen die Porphyrine 
rotstichig in den Ather hinein. Mit 5°/,iger Natronlauge fiallt 
das schwer lésliche Natriumsalz aus, welches iibrigens mit gutem 
Erfolg fiir die Reindarstellung verwendet werden kann.’) 

SchlieBlich sei noch erwahnt, daB krystallisiertes Himato- 
porphyrin bei verschiedenen Darstellungsarten leicht Ab- 
weichungen in den spektroskopischen Zahlen ergibt. So sind 
die bei der hier erwihnten Haimatoporphyriniiberfiihrung er- 
haltenen Werte verschieden von jenen in Oppenheimers 
Handbuch. Diese Abweichungen erkliren sich teilweise un- 
gezwungen aus der Verinderlichkeit dieses Porphyrins, dann 
auch durch verschiedene Auffassung einzelner Streifen. Ks 
erscheint uns deshalb am zweckmiBigsten, bei solchen Ver- 
gleichen die betreffenden Lésungen unter denselben Bedingungen 
frisch darzustellen. 

Diese Verinderlichkeit des Hamatoporphyrins erscheint 
in Anbetracht seiner ungesittigten Seitenketten nicht verwunder- 
lich. Es ist selbstverstiindlich, daB sich die gleiche Unbestindig- 
keit erst recht bei Kérpern von der Struktur des, Ooporphyrins 
zeigen mu. Verschiedene Beobachtungen sprechen auch in 
diesem Sinne. 





*) Das freie Ooporphyrin ist fiir Paramiicien intensiv lichtgiftig. 
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Es ist oben schon angegeben, warum wir schon jetzt 
unsere Versuchsergebnisse verdéffentlichen. Wir hitten lieber 
noch die vollige analytische Klarstellung der erwihnten 
Porphyrine abgewartet. Das Ooporphyrin liegt noch nicht in 
vollig remem Zustand vor. Ks ist noch chlorhaltig und deshalb 
kénnen die Analysen keine definitive Auskunft iiber die 
Zusammensetzung geben. In grofen Ziigen ist die Konstitution 
dieser siimtlichen Porphyrine durch die Uberfiihrung in krystalli- 
siertes Mesoporphyrinchlorhydrat absolut eindeutig festgelegt. 
Was aber die Porphyrine selbst anlangt, so kénnen hier noch 
geringfiigige Verschiedenheiten vorhanden sein. Nachdem mit 
Sicherheit ein ungesittigtes System in diesen Porphyrinen 
enthalten ist, ist der oben erwihnte Halogengehalt begreiflich 
und es wird auch nicht leicht sein, das Halogen ohne sekundire 
Verinderungen (Hamatoporphyrinbildung) zu entfernen, zumal 
bei den geringen Mengen von Ooporphyrinen und Kimmerers 
Porphyrin, die uns bisher zur Verfiigung standen. Ubrigens 
war auch das ,,Schwefelwasserstoffporphyrin“ halogenhaltig. Wir 
wollten jedoch iiber dieses letztere und iiber das Chlorwasser- 
stoffporphyrin!) keine eingehendere Untersuchung anstellen, um 
nicht in das Arbeitsgebiet der Hamburger Herren einzudringen. 


Experimenteller Teil. 
Darstellung von Ooporphyrin aus Kiebitzeierschalen. 


150 g Kiebitzeierschalen wurden nach der in der letzten 
Mitteilung iiber diesen Gegenstand gegebenen Vorschrift extra- 
hiert. Die Chloroformlésung gab beim Einengen Krystalle 
von Ooporphyrinester, welche nach Versetzen mit Methylalkohol 
abgesaugt wurden. Es wurde aus Chloroform—Methylalkohol 
umkrystallisiert. Ausbeute 60 mg. Das Priparat sinterte bei 
222—225° zusammen und erwies sich in allen Eigenschaften 
als identisch mit dem Ooporphyrindimethylester aus Méwen- 
elerschalen. 

4,232 mg Substanz gaben 0,343 ccm N (721 mm, 19°). 

CyeH0.N, (588,3) Ber. 9,52°/, N 
Gef. 899 ,, 


1) Diese Zs. Bd. 132, S. 34 (1924). 
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Unter Zugrundelegung der neuen Formel stimmen unsere 
alten Analysen, abgesehen vom Wasserstoffwert, besser, wenn 
wir auch aus den im theoretischen Teil auseinandergesetzten 
Griinden den Analysen keine entscheidende Bedeutung bei- 
legen wollen: 


C,,H,,0,N, (588,3) Ber. 73,43°/,C 6,17, H 9,52°/,N 10,54°/, OCH, 
Gef. 73,40 ,, 7,70 ,, 9,55 ,, 10,96 : 
(Aschegehalt beriicksichtigt). 


Zur Darstellung von Papendiecks Porphyrin.}) 


Wir hielten uns im wesentlichen an die Angaben des 
Autors, jedoch ist es zweckmiBig, das Schwefelwasserstoffblut 
nicht mit konzentrierter Salzsiure zu versetzen, wie es Papen- 
dieck vorschreibt, sondern gerade umgekehrt. 

Danach wurde die freie Salzsiiure im wesentlichen ab- 
gestumpft und durch Versetzen mit Natriumacetat die Lésung 
essigsauer gemacht. Das abgeschiedene EiweiBkoagulum plus 
Porphyrin wurde abfiltriert und nun abweichend von Papendieck 
der Filterriickstand mit verdiinntem Ammoniak ausgezogen, das 
Porphyrin aus der filtrierten Lésung als Natriumsalz gefallt 
und dann weiter nach Papendieck in den Ester iibergefiihrt. 

Kine andere Méglichkeit besteht darin, daB man dem 
Koagulum mit Methylalkohol, welcher wenig Chlorwasserstofi 
enthalt, das Porphyrin entzieht und im Vakuum rasch ein- 
dampft. In der Regel krystallisiert das freie Porphyrin direkt 
aus. Wir fiihren es dann in den Ester tiber. Der Schmelz- 
punkt des Praparates war 220° 

Beim Umkrystallisieren trat gelegentlich eine Polymerisation 
ein, das Praparat zeigte dann beim Erhitzen bis 280° keinerlei 
Sintern oder Schmelzen. 


Spektrum im Chloroform: 


I, Nach Vorbeschattung 635,83—628,0 (631,6). Beschattung setzt 
sich weiter fort. Zarter Streifen undeutlich. 
II. Nach Vorbeschattung deutlicher Streifen 587,0—572,4 (579,7). 
III. Sehr scharf 548,6—535,3 (541,9). 
IV. 519,3—495,0 (507,1). E.A. 454,6. 





Sa. a. O. 





yi EERE Cane CA 15 





Zar Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. IX. 269 


Kimmerers Porphyrindimethylester. 


Die Veresterung wurde genau nach der Vorschrift von 
Ooporphyrindimethylester ausgefiihrt. Der krystallisierte Ester 
schmilzt ziemlich scharf bei 208—210° nach Sintern ab 195°. 


Spektrum des krystallisierten Esters in Chloroform: 


I. Nach Vorbeschattung 635,1—626,7 (630,9). Zwischenstreifen 
605,2—602,4 (603,8). 
II. Beginn unscharf 586,7—570,1 (578,4). 
IIL. 549,3—531,8 (540,5). 
IV. 519,5—488,8 (504,1), E.A. 447,7 (vielleicht Beginn eines Streifens). 


Kinfithrung von Hisen in Kimmerers Porphyrin. 


Zu dem bereits friiher’) beschriebenen Versuch méchten 
wir noch die krystallographische Untersuchung der ,,Kammerer- 
Himin“-Krystalle nachtragen (Dr. Steinmetz). 

Au Biischeln (Doppelbesen) verwachsene, im einzelnen wenig 
deutlich ausgebildete Krystalle, Ausléschung angenihert parallel 
zur Lingsausdehnung des Einzelkrystillchens. Die Schwingungs- 
richtung der rascheren Welle ist senkrecht, die der langsameren 
parallel zur Liangsausdehnung der prismatischen LEinzel- 
krystiillchen. Keine deutliche Flichenausbildung.“ 


Einwirkung von Bromwasserstoff—EKisessig auf 
Kimmerers Porphyrin (K. Schneller). 

Eine kleine Menge von Kimmerers Porphyrin (Riick- 
stand einer Kisessig—Atherlésung) wurde mit Bromwasserstofi— 
Kisessig im zugeschmolzenen Reagenzglas 3 Tage aufbewahrt. 
Nach Zusatz von Natriumacetat wurde das Porphyrin in Ather 
iibergetrieben. Die atherische Lésung gab nach wiederholtem 
Waschen folgendes Spektrum: 

I. 627,4—623,5 (625,2); IL. 584,9—575,0 (579,9); die Beschattung 
setzt sich fort und wird intensiv von 572,2—567,0 (569,6). 

III. 535,6—525,4 (530,5); IV. 508,3—489,0 (498.6). 
Spektrum in 5°/,iger Salzsiure: 


I. Nach Vorbesch. 602,2—590,4 (596,3); Schatten 579,5—572,7 (576,1). 
II. Nach Vorbeschattung 563,2—540,9 (552,0). 





1) Diese Zs. Bd. 130, S. 316 (1928). 
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Mikromethode zur Darstellung von Mesoporphyrin. 


1, Aus Haimin. 

10 mg Haimin wurden mit 1 ccm einer Mischung von 1 ccm 
Jodwasserstoff (1,96) und 7,5 com Kisessig in einem kleinen 
Reagenzglas 1 Minute gekocht. Hierauf wird in einige Kubik- 
zentimeter Wasser gegeben und mit Kalilauge bis zum Ver- 
schwinden der Kongoreaktion abgestumpft. Das ausgefillte 
Porphyrin wird abfiltriert, ausgewaschen und mit Ammoniak 
in Lésung gebracht. Bei Zusatz von 1 ccm 20°/,iger Natron- 
lauge fallt das schwer lésliche Natriumsalz des Mesoporphyrins 
aus. Nach dem Filtrieren und Auswaschen mit 1 °/,iger 
Natronlauge wird das noch feuchte Filter mit 1—2 ccm sieden- 
der 2,5 °/,iger Salzsiiure extrahiert. Nach einiger Zeit scheiden 
sich die charakteristischen Nidelchen des Mesoporphyrin-Chlor- 
hydrats ab. 

Ein Versuch mit Hamatoporphyrin-Chlorhydrat verlief 
vollkommen analog, ebenso behandelter Koproporphyrinester 
gab jedoch beim Versetzen mit Natronlauge keinerlei Ab- 
scheidung, wieder ein Beweis fiir die Verschiedenheit von 
Koproporphyrin- und Himinreihe. 

2. Aus Ooporphyrin-dimethylester. 

Die bei der Reduktion nach obiger Vorschrift erhaltenen 
Krystallchen wurden von Herrn Dr. Steinmetz untersucht: 

,AuBerordentlich kleine parallel auslischende Nadeln, oft 
biischelig vereinigt. Zwischen gekreuzten Nicols lawendelblau. 
Die Schwingungsrichtung parallel der Prismenkante ist die 
der rascheren Welle. Identisch mit einem Priparat von Meso- 
porphyrin-chlorhydrat.“ 

Spektrum in 2,5°/,iger Salzsiure: 
I. 594,5—585,4 (589,9); sehr undeutlicher Schatten 571,0—566,9 (568,9). 
ITI. 556,0—537,0 (546,5). 

Zum Vergleich wurde Mesoporphyrin in 2,5 °/,iger Salz- 

saure gemessen: 
I. 594,3—585,0 (589,6); sehr undeutlicher Schatten 570,0—567,7 (568,8). 
II. 555,8—536,5 (546,1). 
3. Aus ,Schwefelwasserstoff-porphyrinester“. 
Vollkommen analog. 








Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. [X. 271 


Spektrum in 2,5 °/,iger Salzsiure: 
[. 594,2—585,5 (589,8); sehr undeutlicher Schatten 570,7—567,6 (569,1); 
II. 554,0—538,2 (546,1). 


Uberfithrung in Himatoporphyrin. 

1. Ooporphyrinester. 

5 mg Ooporphyrinester wurden mit 1 ccm Eisessigbrom- 
wasserstoff in einem kleinen Reagenzglas eingeschmolzen und 
auf der Maschine bis zur Lésung geschiittelt. 

Spektrum der Eisessigbromwasserstoff-Lésung '‘): 
I. 608,7—599,9 (604,3); schwacher Schatten 585,9—579,8 (582,8); 
Il. 568,3—550,6 (559,4). 

Am dritten Tage wurde in 5ccm Wasser gegeben und 
mit Natronlauge abgestumpft. Das ausgefillte Porphyrin wurde 
nach dem Filtrieren und Auswaschen in n/10-Natronlauge in 
Liésung gebracht, wobei keine Abscheidung eines Natriumsalzes 
zu beobachten war. Das Filtrat wurde mit Ather iiber- 
schichtet und durch Ansiuern mit Essigsiure das Porphyrin 
in Ather iibergetrieben. Nach dem Auswaschen mit Wasser 
zeigte sich folgendes Spektrum: 

I. 627,9—620,8 (624,1); Schatten 598,8—594,0 (596,4); 

iI. nach Vorbeschattung 583,9—565,2 (574,5); ILL. 538,4—521,8 (530,1); 
IV. 512,9—480,7 (496,8). E.A. 444,4. 
In 25 °/,iger Salzsiure: 
I. 600,4—590,4 (595,4); 577,2—571,8 (574,5); II. 561,6—539,7 (550,6). 
In etwa n/10-KOH: 

I. 621,5—609,6 (615,5); IL. nach Vorbeschattung 573,7—556,4 (565,0); 
III. 539,9—528,9 (534,4); IV. 510,5—488,5 (499,5). 

2. Ester von Papendiecks Porphyrin. 

5 mg des Esters wurden ganz analog behandelt. 

Spektrum in Lisessigbromwasserstoff: 

I. 608,9—600,2 (604,5); Schatten 586,7—579,4 (583,0); 

IT. 568,5—550,6 (559,5). 

Spektrum in Ather (etwas Eisessig enthaltend): 

I, 626,7—621,1 (623,9); Schatten 598,7—595,8 (597,2); 

II. 582,83 —566,4 (574,3); IIL. 533,7—522,5 (528,1); 

IV. 507,3—484,2 (495,7). E.A. 461. 





1) Diese Zs. Bd. 131, S. 255 (1928). 

















272 Hans Fischer und Fritz Kégl, 


Spektrum in 25 °/,iger Salzsiure: 


I. 599,5—590,2 (594,8); Schatten 576,5—572,3 (574,4); 
II. 560,2—541,4 (550,8). 


Spektrum in etwa n/10-KOH: 
I, 621,2—608,7 (614,9); IL nach Vorbeschatt. 574,0—556,4 (565,2); 
III. 541,2—530,4 (535,8); IV. 511,6—492,0 (501,8). 
Zum Vergleich wurden die spektroskopischen Zahlen eines 
ziemlich neuen Priparates von Hamatoporphyrin-chlorhydrat 
gemessen. 


Spektrum in Ather (etwas Eisessig enthaltend): 
I. 627,3—620,1 (623,7); Schatten 598,5—595,2 (596,7); 
Il. 582,7—565,3 (574,0); II. 538,2—521,0 (529,6); 
IV. 511,6—480,8 (496,2). E.A. 4412. 


Spektrum in 25°/,iger Salzsiure: 


I. 599,4—590,1 (594,7); Schatten 576,3—571,5 (573,9); 
IL. 559,5—540,8 (550,1). 


Spektrum in etwa n/10-KOH: 


I. 620,9—607,7 (614,3); II. nach Vorbeschatt. 573,5—555,2 (564,3); 
III. 539,0—527,0 (533); IV. 509,0—488,7 (498,8). 


EKinwirkung von Wasserstoffsuperoxyd und rauchende 
Salzsiure in Hisessig. 


4 mg Ooporphyrinester wurden in 1 ccm Hisessig heii 
gelést und in der Kalte mit einer Mischung von 3/, ccm 
3°/,igem Wasserstofisuperoxyd und %/, ccm rauchender Salz- 
siure versetzt. Nach kurzer Zeit erfolgte ein Farbumschlag 
nach Griin. Bei vorsichtigem Wasserzusatz erhilt man eine 
grasgriine Fallung. Die unverdiinnte Lisung wird durch iiber- 
schiissiges Chlor allmihlich vollstindig entfirbt. Papendiecks 
Porphyrinester verhilt sich ebenso. 


Hisenkomplexsalze. 


Die krystallisierten Ester wurden in der iiblichen Weise 
mit einer Auflésung von Eisenpulver in siedendem Hisessig 
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unter Zugabe von etwas Kochsalz 3 Minuten gekocht, mit 
Chloroform versetzt und mit Wasser entmischt. 


1. Ooh’amin-dimethylester aus Kiebitzeierschalen, 
Spektrum in Chloroform: 
I. Breiter, sehr verwaschener Streifen 654,5—633,8 (644,1); 
II. Beginn unscharf . . . . . . . 556,8—536,8 (546,8); 
Weiterhin Beschattung, die sich von 518,9—497,6 (508,2) 
zu einem Streifen verstiirkt. E.A. 448,6. 
Spektrum nach Zusatz von Pyridin: 
I. Streifen, Beginn sehr unscharf. . 572,0-—-556,5 (564,2); 
Il. Streifen . . . . 2... . « « 538,3—517,0 (527,6). 
E.A. 461,0. 

Das ,,Himochromogenspektrum“ ist sehr abhingig von 
der Konzentration der Lésung. Bei einer sehr verdiinnten 
Lésung wurde gefunden: 

I. 561,3—551,0 (556,1); IL. sehr undeutlich 537,7—523,8 (530,7). 


2. Eisenkomplexsalzaus dem,Schwefelwasserstoff- 
porphyrinester.“ 


Spektrum in Chloroform: 
I. Breiter, verwaschener Streifen . . 653,9—631,0 (642,4); 
Ie « . . . « » 555,8—535,6 (545,7). 
Weiterhin Rete ie deh zu einem dritten Streifen verstirkt 
von . «2 © «© © © © e hf «687, 6—498,0 (507,8); 


und bei. . . . . . . . 450,0 in die E.A. iibergeht. 
Nach eta von Pyridin: 
I. Beginn iuBerst unscharf. . . . 571,4—555,3 (563,3); 
ll 


E.A. 463,5. 
38. Kimmerers Himinester. 


Spektrum in Chloroform: 
I, Breiter, verwaschener Streifen. . 654,4—631,5 (642,9); 


i . » . 555,5—534,7 (545,1). 
“Weiterhin rn die sich verstirkt zu 
Ill. . oe & © wo @ 6 « « © CIS GOR OOF) 
a es ae a . . . » . 447,5 in die E.A. itbergeht. 
Nach enti von at aaneng 
I. Beginn iiuBerst unscharf. . . . 572,1—555,4 (563,7); 
a. ee eS eR ek ee ee ee sae 9—518,5 (528,2). 


E.A. 465,4. 
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Beim Eindunsten der Chloroformlésungen wurden die Hisen- 
komplexsalze krystallisiert erhalten. Aus dem Ooporphyrin- 
ester (Kiebitzeierschalen} wurde das Komplexsalz diesmal in 
Nadeln erhalten, welche einen Dichroismus von Schwarz nach 
(selbbraun zeigten, das friiher beschriebene Priparat von sechs- 
seitig umrandeten Blittchen dagegen von Schwarz nach Orange- 
rot. Die Ursache dieser Verschiedenheit liegt vermutlich darin, 
daB die Krystalle damals in Schmieren gebettet sich sehr lang- 
sam ausbildeten; das neue Priiparat war reiner. 

Herr Dr. Steinmetz hatte die Liebenswiirdigkeit, die 
verschiedenen Kisenkomplexsalze krystallographisch zu ver- 
gleichen: 

1. Oohaminester. 

»Hlache Prismen mit spitz rautenférmigen Endigungen. 
Ausléschungsschiefe parallel der Prismenkante (lange Diagonale). 
Der Winkel der spitz zulaufenden Endkante ist etwa 15° 
Dichroismus parallel den Prismen schwarz, senkrecht dazu 
braunlich gelb. Die Begrenzungskanten scheinen nicht von 
normal ausgebildeten Flichen herzuriihren, im Gegensatz zu 
den wohl definierten Kanten des friiheren Priiparates. Aut 
Variationen des Winkels bei diesen spitz rhombenférmigen 
Krystallen ist daher kein besonderer Wert zu legen. Bei dem 
auffalligen Dichroismus ist die Identitat mit dem friiheren 
Praparat sehr wahrscheinlich.“ 

2. Eisenkomplexsalze aus Schwefelwasserst off- 
porphyrin und Kammerers Porphyrin. 

»befund im allgemeinen ebenso, nur ist der Winkel hier 
etwas gréBer (25—30°), sonst zeigen beide Praparate genau 
denselben Habitus, so daB dieselben mit gréBter Wahrschein- 
lichkeit identisch mit obigem sind.“ 


Freies Ooporphyrin aus Kiebitzeierschalen. 


10g Kiebitzeierschalen wurden mit 100 ccm 25 °/,iger 
Salzsiure angesetzt; am niichsten Tage wurde von den Schalen- 
riickstanden und griimen Flocken abfiltriert. Das dichroitisch 
griinrote Filtrat wurde mit Natriumacetat bis zum Ver- 
schwinden der Kongoreaktion abgestumpft, nachdem vorher 
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see 





n- — mit Ather iiberschichtet worden war. Das Porphyrin geht 
n- — fast restlos in Ather iiber. Spektrum der atherischen Lisung 
in — (etwas Hisessig enthaltend): 
h § I, 635,5—623,7 (629,6); schwacher Schatten bei 604,8; 
s- FF II, nach Vorbesch. 588,7—577,3, von hier dunkler bis 568,5 (578,6); 

| IIL 543,0—527,7 (585,3); IV. 514,6—487,4 (501,0). EA. 444,5. 
n : Mit stark verdiinnter Natronlauge laBt sich das Porphyrin 
¢. — dem Ather entziehen, durch Zusatz von wenigen Tropfen 

stiirkerer Lauge fallt das Natriumsalz in Flocken aus. 
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Uber Harnsaiureausscheidung im Harn beim Hunde. II. 
Von 


L. Rosenfeld (Charkow). 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitit in Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 7. Juni 1924.) 


Vor einiger Zeit sind im hiesigen Institut Fiitterungs- 
versuche mit Harnsiure am Hunde angestellt worden, die die 
Grenze des Abbauvermégens des Hundes fiir Harnsiéure be- 
stimmen sollten.') Es wurde dabei gefunden, daB das Abbau- 
vermégen des Hundes verhiltnismiBig begrenzt ist; gibt man 
groBe Dosen Harnsiure per os, so daB wirklich eine geniigende 
Resorption stattfindet, so scheidet der Hund im Harn Harn- 
siure aus. Hierbei blieb zunichst noch unentschieden, wie 
groB der tberhaupt resorbierte Anteil der Harnsiure war. 
Bei der groBen Bedeutung, die diese Verhiltnisse fiir unsere 
Anschauungen iiber den Abbau der Purinkérper im allgemeinen 
haben, habe ich nun auf Veranlassung von Herrn Professor 
H. Steudel diese Bestimmungen nachgeholt und festgestellt, 
daB in der Tat nur ein kleiner Teil der verabreichten Harn- 
siuremenge aus dem Darm resorbiert wird. Von diesem Teil 
verfallt eine gewisse Menge der Oxydation, und erst beim 
Uberschreiten eines bestimmten Niveaus tritt unveriinderte 
Harnsaure im Harn auf. 

Fiir den Versuch wurde eine Hiindin im Gewicht von 
5,2 kg benutzt, die schon vorher zu Stoffwechselversuchen ge- 
dient und sich dabei sehr gut bewihrt hatte. Sie bekam als 
Futter taiglich 250 g frisches Pferdefleisch, das stets restlos 





1) P. Niederhoff, Diese Zs. Bd. 187, S. 85 (1924) 
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aufgefressen wurde. Der Harn wurde tiglich zur selben Zeit 
mit dem Katheter entnommen. Das Tier wurde erst mehrere 
Tage im Versuch gehalten, bis die Werte fiir den Gesamt- 
stickstoff und die Harnsiure konstant geworden waren. Der 
Stickstoff wurde nach Kjeldahl und die Harnsiure nach 
Folin bestimmt. Sollte Harnsiure verfiittert werden, so 
wurde sie der Hiindin, in Fleisch eingewickelt, verabreicht, so 
konnte die beabsichtigte Menge stets ohne Verlust eingefiihrt 
werden. 

Die waihrend des Versuchs erhaltenen Werte sind in der 
folgenden Tabelle zusammengestellt: 


Tabelle. 








isis Gesamt- | Harn- 
Gewicht stickstoff | siure Bemerkungen 


& 











6,93 





6.79 
6,89 
7,64 15 g Harnsiure verfiittert. 
6,74 
6,67 
6,87 
6,56 
6,90 
11,35 
6,82 
7,33 7,5 g Harnsiure verfiittert. 
6,51 
6,84 
6,97 
6,76 
6,64 

















Die fiir die Harnsiure erhaltenen Werte sind eine Be- 
stiitigung der schon friiher von Niederhoff gewonnenen Zahlen: 
jedesmal nach Verabreichung eines geniigend groBen Quantums 
Harnséure findet sich im Harn eine Erhéhung des Harnsiure- 
wertes. Die Zunahme der Harnsaureausscheidung ist aber in 
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unserem Falle lange nicht so groB wie in dem von Niederhoff 
untersuchten Fall. Bei ihm betrug z.B. nach Zufuhr yon 
15 g Harnséure bei Fiitterung mit Pferdefleisch die insgesamt 
ausgeschiedene Harnsiure 1,1—2,1 g, wihrend hier die Zu. 
nahme sich nur um rund 0,1—0,2 g unter den gleichen Be- 
dingungen bewegt. Dabei muB8 auffallen, da8 offenbar bei 
dem Niederhoffschen Hunde die Tendenz zur Harnsiure- 
zersetzung gréBer war wie bel meinem Tier, denn Niederhoff 
konnte im normalen Harn nur Spuren von Harnsiure finden, 
wabrend in meinem Falle sich die Harnsiure nach dem 
Folinschen Verfahren bestimmen lieB und sich zwar sehr 
niedrige, aber immerhin beachtenswerte Zahlen ergaben. 

Sieht man sich die Zahlen der Tabelle naher an, so ergibt 
sich folgendes: 

Die Zunahme des Gesamtstickstoffs im Harn ist ungefihr 
dieselbe, einerlei, ob 15 g oder 7,5 g verfiittert werden. Das 
scheint ein Zeichen dafiir zu sein, daB die Resorptionsfahigkeit 
des Darmes fiir Harnsiure oder seine im Darm entstandenen 
Zersetzungsprodukte eine ganz bestimmte Grenze hat, Diesem 
mehr ausgeschiedenen Stickstoff — es sind am 4. 0,82 und 
am °*13. 0,84 g — entspricht nun aber keineswegs die Harn- 
siureerhéhung im Harn. Diese Harnsiurezunahme gegeniiber 
dem Durchschnitt ist in unserem Falle iiberhaupt sehr schwer 
zu berechnen, da die gefundenen Zahlen fiir die Harnsiure- 
ausscheidung nach der Fiitterung nicht sofort wieder zur Norm 
herabsinken, sondern noch mehrere Tage lang erhdht bleiben, 
trotzdem die Stickstoffwerte schon wieder auf den Durchschnitt 
angelangt sind. Nach dem mehrausgeschiedenen Stickstoff be- 
rechnet, miiBte die Harnsiureausscheidung sich um 2,5—2,6 g 
wahrend der Fiitterungstage erhéhen, die beobachteten Werte 
ergeben aber, wenn man simtliche iiber den Durchschnitt mehr 
ausgeschiedene Harnsiure zusammenrechnet (was den giinstigsten 
Wert ergeben wiirde), nur eine Erhéhung von insgesamt 0,4 g 
fiir die Zeit vom 4. bis 11. Bei dem von Niederhoff unter- 
suchten Hunde ist tatsichlich eine Erhéhung in dem berechneten 
Ausmafe eingetreten. Der Hund hat nach EKinverleibung von 
15 g Harnsiure bei Pferdefleischfiitterung 1,1, 1,8, 2,1 g Harn- 
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siure ausgeschieden, also Werte, die etwa die Hilfte bis fast 
das Ganze der berechneten betragen. 

Warum in unserem Falle die Werte fiir die ausgeschiedene 
Harnsiiure soviel tiefer liegen wie in dem von Niederhoff 
untersuchten, vermégen wir nicht anzugeben. Die vielen 
Méglichkeiten, die hier vorhanden sind, verlangen, daB solche 
Versuche fortgesetzt werden. Sie sind ja relativ einfach an- 
zustellen und in ihren ‘uferen Bedingungen iibersichtlich 
genug, so daB man hoffen kann, auf diese Weise zur Frage 
des Purinumsatzes im Tierkérper neue Aufklirungen zu er- 
halten. 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXXVIII. 











Uber den EinfluB der Guanyl- und Adenylsdure auf die 
Harnsaureausscheidung. 


Von 
L. Rosenfeld (Charkow). 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitit in Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 7. Juni 1924.) 


Das Verhalten der Purinkérper im tierischen Organismus 
und ihre Beziehungen zur Harnséiureausscheidung sind schon 
hiufig Gegenstand eingehender Untersuchungen gewesen. Ks 
herrscht auch im allgemeinen dariiber véllige Ubereinstimmung, 
daB ein Teil der Purinbasen in Harnsiure iibergehen kann, 
Die genauere Bestimmung dieses Anteils ist aber bisher immer 
auf Schwierigkeiten gestoBen; der Grund dafiir ist, daB die 
meisten Purinkérper in Wasser sehr schwerlésliche Substanzen 
sind. Verfiittert man sie als solche per os, so kann man nicht 
mit Sicherheit sagen, wieviel von ihnen unzersetzt und ein 
wie groBer Anteil im Darm zunichst aufgespalten und dann 
erst resorbiert wird. Versucht man den Darm und die Ein- 
wirkung der in ihm vorkommenden Fermente und Bakterien 
zu umgehen, indem man die Substanzen subcutan injiziert, s0 
ist auch hier ihre Schwerldslichkeit ein groBes Versuchs- 
hindernis. Denn um iiberhaupt eine Lésung zu bekommen, 
ist meist der Zusatz erheblicher Mengen von Alkali notwendig, 
wodurch die Reaktion der Lésung stark alkalisch wird. In- 
jiziert man nun solche stark alkalisch reagierende Lésungen 
subcutan, so besteht die Méglichkeit — und dies ist im 
hiesigen Laboratorium tatsichlich oft genug beobachtet wor- 
den —, da® der Organismus die alkalische Injektionsmasse 
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zu neutralisieren bestrebt ist, und aus der nunmebhr neutralen 
Lisung fallen am Orte der Injektion die Purinkérper aus; 
anstatt resorbiert zu werden, bilden sie zunichst ein Depot, 
_ das durch seinen Reiz die Ursache lokaler Stérungen (Schwel - 
- lungen und AbsceBbildungen) sein kann. Ein klares Bild tiber 
. die Beziehungen der so injizierten Purinkérper zur Harnsdure- 
_ ausscheidung laft sich natiirlich auf diese Weise nicht ge- 
> 4 winnen. Man hat versucht, diese Schwierigkeiten zu vermeiden, 
' indem man sich nicht der Purinkérper als solcher bediente, 
sondern ihre Pentoside') benutzte, die sich aus Hefenuclein- 
siure gewinnen lassen. Aber auch diese Kérper, es handelt 
sich hier um das Vernin (Guanosin) und das Adenosin, sind 
_ immer noch in Wasser so schwer léslich, daB die Versuchs- 
 bedingungen gegeniiber den freien Purinkérpern nicht sehr viel 
giinstiger liegen. 

So ist es verstiindlich, daB trotz der vielen Arbeit, die 
gerade auf die Physiologie und Pathologie der Harnsiure- 
| _ bildung und -ausscheidung verwandt ist, unsere positiven Kennt- 
nisse noch recht mangelhaft sind. Nirgends kommt dies deut- 
licher zum Ausdruck als in den vielen widerstreitenden 
r Theorien, die iiber die Ursache und das Wesen der Gicht 
e |  aufgestellt sind. 

n Nun sind durch die Untersuchungen von H. Steudel und 
t 
1 
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K. Peiser”) die einfachen Nucleinsiuren, Guanylsiure und 
Adenylsiure, leicht zugiingliche Substanzen geworden. Durch 





1 —. sehr einfache Operationen kann man diese beiden Kérper aus 
- |  Hefenucleinsiiure fast in beliebigen Mengen erhalten. Beide 
» | — einfachen Nucleinsiiuren sind als neutral reagierende Natrium- 
> — — salze in Wasser leicht léslich und man hat in ihnen also ein 
. a ausgezeichnetes Material, das sich sehr gut zum Studium der 
i. _  Harnsiurebildung verwenden laé8t. DaB die Substanzen durch 
, |  Fermente in der Tat bis zur Harnsiure abgebaut werden 
. a kénnen, ist schon von verschiedenen Forschern einstimmig 


1) Rother, Diese Zs. Bd. 110, S. 245 (1920). — Tannhauser u 
Schaber, Diese Zs. Bd. 115, S. 170 (1921). 

2) Diese Zs. Bd. 114, S. 201 (1921); Bd. 120, S. 292 (1922); Bd. 127, 
S. 262 (1923). 
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festgestellt worden. Ich habe nun auf Veranlassung von Herrn 
Professor Steudel untersucht, wie sich die Natriumsalze der 
beiden Saéuren im Tierkérper in bezug auf Harnsiurebildung 
verhalten, wenn man sie intravenés injiziert. Nur bei einer 
solchen Applikationsmethode ist man sicher, daB auch siimt- 
liche verabreichte Substanz in den Stoffwechsel hineingezogen 
wird, und intravenés lassen sich gerade die beiden fraglichen 
Salze mit Leichtigkeit injizieren, die Tiere vertragen den Ein- 
griff ohne sichtbare Reaktionen. Fiir die Versuche nahmen 
wir Kaninchen, die die zur Untersuchung kommenden Lisungen 
in die Ohrvene gespritzt erhielten, und einen Hund, dem wir 
die Versuchslésungen in die groBen Venenstimme der Ex- 
tremitiiten einspritzten. 

Was zunichst die Versuche am Hunde betrifft, so diente 
uns als Versuchstier ein miannlicher Hund mittleren Alters 
von 4850 g Gewicht, das sich wihrend der Versuchszeit nur 
unwesentlich iinderte. Als Futter bekam er wihrend des 
ganzen Versuchs tiglich 250 g frisches Pferdefleisch, das 
immer restlos gefressen wurde. Der Harn wurde taglich zur 
selben Zeit gesammelt und in ihm der Stickstoff nach Kjel- 
dahl und die Harnsiure nach Folin bestimmt. Spiter haben 
wir auch Harnstoffbestimmungen gemacht, die ebenfalls nach 
dem einfachen Verfahren von Folin ausgefiihrt wurden. Simt- 
liche Bestimmungen ergaben wihrend der Normaltage immer, 
doppelt ausgefiihrt, gut iibereinstimmende Werte; im iibrigen 
mogen die Zahlen der Tabelle I fiir sich selbst sprechen. 

Uberblickt man die Zahlenreihen, so sieht man ohne 
weiteres, da8 nach der intravenésen Zufuhr sowohl von Guany]l- 
siiure wie von Adenylsiiure die Harnsiureausscheidung gréBer 
geworden ist; auch die Stickstoffwerte zeigen nach der Injektion 
einen deutlichen Anstieg. Aber aus den Zahlen ergibt sich 
ferner eine allgemeine Tendenz der Erhéhung der Stickstoff- 
ausscheidung: die Durchschnittswerte der ersten Tage (5,51 vom 
18.—23. III. und 4,73 vom 25.—27. III.) werden spiiter dauernd 
iiberholt. Ein klareres Bild bekommt man aber erst, wenn 
man sich ausrechnet, wieviel Harnsiure aus der zugefihrten 
Menge der Salze theoretisch pro Molekiil entstehen kann. 
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Tabelle LI. 








Datum 


1924 


18. III. 
19. 
20. 
21. 


22.—23. 


Durchsehnitt v. 18.—23.: 


27. 


455 


350 
185 
145 
170 


1,049 
1,051 
1,048 


1,046 
1,050 
1,051 
1,050 


Durchschnitt v.25.— 27.: 


28. 
29. 
30. 
31. 
a, OF. 


285 
260 
210 
190 
175 





1,048 
1,049 
1,050 
1,052 
1,052 





Durehsehnitt vom 
29. ITI.—1. IV.: 


Durchsehnitt v. 


Durechschnitt v. 


10. 
ti. 
12, 


230 
245 
260 
240 


280 
340 
310 





1,050 
1,049 
1,048 
1,049 
3.—9d.: 

1,053 
1,048 
1,047 
1,047 
7.—9.: 

1,046 
1,044 
1,038 














Bemerkungen 


1,0 g guanylsaures Natrium 
intravenés. 


1,0 g guanylsaures Natrium 
intravenés. 


1,0 g adenylsaures Natrium 
intravendés. 


1,0 g adenylsaures Natrium 
intravendés. 


1,0 g adenylsaures Natrium 
intravends. 








Danach ergibt sich folgendes: Das guanylsaure Natrium, neu- 
tral reagierend, hat die Zusammensetzung C,,H,,Na,N,O,P 
und enthilt 17,24°/, N und wiirde, falls 1 Molekiil Guanin 
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1 Molekiil Harnsiure liefern wiirde, 41,25°/, Harnsiure 
ergeben. Danach miiBte das eingespritzte eine Gramm guanyl- 
sauren Natriums 0,1724 g Stickstoff und 0,4125 g Harnsiiure 
bringen. Im Harn sind aber im Versuch sehr viel gréBere 
Mengen von Stickstoff aufgefunden, wie sich theoretisch be- 
rechnen lassen, z. B. im ersten Versuch 0,62 g, im zweiten 
sogar 1,51 g an Stelle von 0,1724 g. Dagegen bleibt der ge- 
fundene Harnsiurewert weit hinter dem theoretisch berechneten 
zuriick. Anstatt 0,41 g Harnsiure sind z. B. gefunden im 
ersten Versuch 0,027 g, im zweiten Versuch 0,034 g. 

Dieselben Verhiltnisse kehren in den Adenylsiureversuchen 
wieder. Das adenylsaure neutrale Natrium C,,H,,Na,N.O,P 
enthalt 17,91°/, N und kann 42,94°/, Harnsiure liefern. Ge- 
funden sind aber auch hier sehr viel héhere Stickstoff- und 
sehr viel niedrigere Harnsiiurewerte. 

Unsere Versuche an Kaninchen verliefen folgendermafen: 

Als Futter gaben wir Hafer und Riiben; die aufgenommene 
Menge wurde nicht bestimmt. Als die Stickstoffausscheidung 
im Harn konstant geworden war, wurde mit den Versuchen 
begonnen (s. Tabelle II u. II). 

Auch aus diesen Versuchen ergibt sich das gleiche Re- 
sultat, das bei dem Versuch am Hund erhalten wurde, nur 
ist die vermehrte Stickstoffausscheidung iiber mehrere Tage 
verschleppt, die Harnsiureausscheidung dagegen zeigt nur am 
Tage der Einspritzung eine geringe Erhéhung, die bei weitem 
nicht der rechnungsmaBig verlangten entspricht, wenn man 
voraussetzt, da8 simtliches in der Adenylsiure enthaltene 
Adenin in Harnséure verwandelt wird. Es handelt sich prak- 
tisch immer nur um héchstens den zehnten Teil dieser Menge. 

Die Harnstoffzahlen bieten weder beim Hundeversuch 
noch bei den Versuchen an den beiden Kaninchen etwas be- 
sonderes. 

Sucht man sich nun ein Bild zu machen von den Wir- 
kungen der intravendsen Injektion von Salzen der Guanylsiure 
und der Adenylsiure auf Grund der vorliegenden Experimente, 
so muB man zu dem SchluB kommen, daB die Injektion eine 
erhebliche Umstellung des gesamten Stoffwechsels hervorruft. 
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Tabelle IL. 


Kaninchen A. 








Harn-| . Stick- | Harn- | #8"™2- 
Spez. sen 

Datum |menge es stoff | siure a Bemerkungen 
ecm g mg g 


20. 1. | 85 | 1,017] 0,93 | 42 | — | 
21.—22. | 150 | 1,014] 1,138 | 75 
23.—24.| 185 | 1,012] 1,16 | 58 | — 








25. 95 | 1,016] 0,61 | 34 sell 
26. 125 | 1,014] 0,46 | 18 sin 

27. 180 | 1,012] 0,68 20 — 

Durehschnittt v. 20.—27.: 0,62 31 — 

28. 140 | 1,013] 0,67 39 — 0,4 g guanylsaures Na 
29. 75 | 1,018] 0,99 14 —_ intravenés 


30.—31. | 310 1,012 | 0,17 27 moe 
1. IV. | 110 | 1,016] 0,61 | 22 | — 
Durchsechnitt v. 28.—1.: 0,69 16 — 

















2. 110 | 1,015] 0,62 as) — 0,5 g guanylsaures Na 
3. 170 } 1,011] 0,81 21 — intravenés 
4, 120 | 1,014] 0,44 | 15 | — 
5. 170 | 1,010] 064 | 17 | — 
6. 70 | 1,019] 0,78 | 16 | 0,60 
Durchsechnitt vom 3.—6.: 0,67 17,5, — 
7, 250 | 1,008] 0,81 41 | 0,74 0,5 g adenylsaures Na 
8. 165 | 1,010] 0,57 15 | 0,45 intravenés 
9. 270 | 1,008] 1,43 18 1,12 
10. 225 | 1,009] 0,82 16 0,76 
11. 250 | 1,008] 0,94 14 0,83 
Durchschnitt v. 8.—12.: 0,94 12 | 0,79 
26. | 175 | 1,010] 0,98 | 12 | 0,86 
27. 280 | 1,008] 0,81 22 0,71 
28. 80 | 1,018] 0,63 17 0,56 
29.—30. | 320 | 1,010] 1,50 44 1,31 





Durchschnitt v. 26.—30.: 0,78 19 | 0,69 


L. ¥. 150 | 1,010] 0,97 38 | 0,85 0,5 g adenylsaures Na 
2. 100 | 1,012] 0,50 25 | 0,45 intravenés 

3. 100 | 1,012] 0,54 20 0,41 

4, 150 | 1,010] 0,42 | 20 | 0,38 

5. 120 | 1,011] 0,38 | 14 | 0,83 




















Durchschnitt vom 2.—5.: 0,46 19 | 0,39 
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Tabelle IIL. 


Kaninchen B. 















































Harn: | 97, | Stick- | Har stom. 
Datum [menge + aly stoff | siiure a Bemerkungen 
ecm g mg g 
18. III. | 65 | 1,019] 0,76 | 36 | — 
19. 100 | 1,016] 0,78 | 28 | — 
20. 105 | 1,014] 0,78 | 29 | — 
21. 110 | 1,014] 0,72 29 — 
22.—23. | 145 | 1,012] 1,36 | 6o | — 
Durchschnitt vy. 18.—23.: 0,73 30 — 
24, 90 | 1,017] 0,87 BY} _ 0,4 g guanylsaures Na 
25. 70 | 1,019} 0,66 16 io intravenés 
26. 180 | 1,011] 1.23 | 25 | — 
27. 140 | 1,013] 0,61 | 19 | — 
Durchschnitt v. 24.—27.: 0,60 20 ~ 
28. 130 | 1,015] 0,78 3° —— 0,4 g guanylsaures Na 
29. 70 | 1,019] 0,53 14 me intravenés 
30. 80 | 1,019] 0,99 12 — 
31. 245 | 1,008] 0,38 12 — 
Durchsehnitt v. 29.—31.: 0,63 13 — 
1. IV. | 250 | 1,013] 0,66 30 — 0,5 g guanylsaures Na 
2. 170 | 1,014; 1,09 15 —_ intravends 
3. 70 | 1,019] 0,54 | 13 | 0,45 
4. 130 | 1,013] 0,69 | 23 | 0,55 
Durchschnitt vom 2.—4.: 0,77 17 ~~ 
5. 160 | 1,011] 0,64 41 | 0,52 0,5 g adenylsaures Na 
6. 170 | 1,012] 0,95 17 0,78 intravenés 
7. 100 | 1,014] 0,97 | 13 | 0,84 
8. 130 | 1,013] 1,36 23 1,25 
9, 140 | 1,012] 0,86 | 19 | 0,66 
Durchschnitt vom 6.—9.: 1,03 18 | 0,88 


Anders ist gewi8 die nach der Injektion immer gleichmibig 
eintretende Erhéhung der Stickstoffausscheidung nicht erklir- 
bar.) Wenn nun aber durch die Verabreichung von purin- 





1) Diese spezifisch dynamische Wirkung beruht nicht etwa darauf, 
daB die nucleinsauren Salze auf die roten Blutkérperchen einwirken. Eine 
1°/,ige Losung von neutralem, guanylsaurem Nain physiologischer Kochsalz- 
lésung ruft mit gewaschenen Hundeblutkérperchen keine Himolyse hervor. 








haltigen Stoffen eine Erhéhung des gesamten Kérperumsatzes 
stattfindet, so verliert dadurch eine geringe Steigerung der 
ausgeschiedenen Harnsiurewerte ihre Beweiskraft, daB diese 
mehr ausgeschiedene Harnsiure durch direkte Umwandlung 
aus den verabreichten Purinkérpern hervorgegangen ist. Es 
ist ebensogut denkbar, daf die in unseren Fiillen beobachtete 
Mehrausscheidung von Harnsiiure ihren Grund in einer erhdhten 
Driisentitigkeit hat. Ist das aber der Fall bei den intravenés 
dargereichten Substanzen, so muB man das gleiche auch fiir 
die subcutan einverleibten Purinkérper und ihre Derivate 
folgern, denn auch sie miissen resorbiert werden und kommen 
einmal auf dem Wege durch die Blutbahn in den allgemeinen 
Stoffumsatz des Organismus, den sie dann in der gleichen 
Weise beeinflussen werden, als wiiren sie direkt in die Blut- 
bahn gespritzt. Das Schicksal der per os verabfolgten Purin- 
kérper ist im allgemeinen so unkontrollierbar und wechselreich, 
daB es wohl nur in Ausnahmefiallen zur Aufklirung des Purin- 
stoffwechsels dienen kann. 

Ks finden sich in der Literatur iibrigens schon Angaben, 
die die gleichen SchluBfolgerungen zulassen. Ohne hier eine 
eingehende Besprechung der ‘iuBerst umfangreichen Literatur 
geben zu wollen, will ich nur darauf hinweisen, daB schon 
Soetbeer und Ibrahim?) gefunden haben, da subcutan ein- 
gespritzte Harnsiure nicht allein als solche beim Menschen 
vollstiindig wieder erscheint, sondern da dariiber hinaus noch 
ein betrichtliches Quantum mehr ausgeschieden wird. Auch 
die Gesamtstickstoffausscheidung war in ihren Versuchen um 
ein Vielfaches des der Harnsiiureausscheidung entsprechenden 
Wertes erhoht. 

Zum SchluB méchte ich bemerken, daB Mingel der Me- 
thodik vielleicht das gewonnene Bild in Einzelheiten getriibt 
haben kénnen. Es sollen deswegen nicht siimtliche Zahlen- 
werte als endgiiltig feststehend angesehen werden, sondern 
durch weitere Versuche sollen die bisher erhaltenen Resultate 
gestiitzt und erweitert werden. 





1) Diese Zs. Bd. 35, S. 1 (1902). 


Uber den Einflu8 der Guanyl- und Adenylsiure usw. 987 





















































Zur Kenntnis der natirlichen Porphyrine. X. 


Uber Blutfarbstoff in der Hefe, Nachweis von Porphyrin 
in Pflanzen. 
Von 


Hans Fischer und J. Hilger. 





(Aus dem organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Juni 1924.) 


Mit Schneller?) ist es gelungen, aus Hefe nach Plasmo- 
lyse sowie nach Fiaulnis eindeutig spektroskopisch Kopro- 
porphyrin nachzuweisen, und mit J. Hilger’) wurde das 
Koproporphyrin in reinem krystallisierten Zustande gewonnen. 
Auch hier beniitzten wir die Faulnismethode, und ein Kin- 
wand, der gegen die Isolierung des Koproporphyrins ge- 
macht werden kénnte, ist daB es aus den Fulnisbakterien 
stamme. Dieser EKinwand war nicht sehr wahrscheinlich, weil 
rote Blutkérperchen bei der Faulnis nur Kammerers Por- 
phyrin geben, ein Porphyrin, das sich vom Koproporphyrin 
auch spektroskopisch sehr deutlich unterscheidet. Wenn das 
Koproporphyrin durch Fiaulnisbakterien gebildet wiirde, so 
miiBte es demgem&8 auch bei der Faulnis des Blutes auf- 
treten, was wir bis jetzt nicht beobachtet haben. Wir haben 
es aber trotzdem fiir notwendig befunden, den direkten Beweis 
des Vorkommens des Koproporphyrins zu erbringen und haben 
zu diesem Zweck Hefe der Hydrolyse mit Salzsiure unter- 
worfen. Diese ergab das iiberraschende Resultat, daB nach 





1) Diese Zs. Bd. 135, S, 253 (1924). 
*) Diese Zs. im Druck. 
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der spektroskopischen Untersuchung nicht Koproporphyrin, 
sondern Himatoporphyrin entstanden war. Die spektroskopi- 
schen Zahlen mit Salzsiure lagen so weit nach links gegen 
Rot verlagert, da8 an reines Koproporphyrin, wie es nach den 
Fiulnisversuchen zu erwarten gewesen wire, nicht zu denken 
war. Es handelte sich nun darum das Hefeporphyrin durch 
schonende Methoden zu gewinnen, méglichst ohne Anwendung 
yon Faulnisbakterien oder von Siuren. Das Nichstliegendste 
war der Abbau mit Fermenten, und wir wihlten die Autolyse. 
Fir die Autolyse der Hefe ist neuerdings von Staiger ein 
glinzendes Verfahren angegeben. Staiger!) iiberlaBt Hefe 
bei 50° sich selbst, nach kurzer Zeit tritt in lebhafter Reaktion 
Verfliissigung ein und nach 5—6 Tagen ist die Autolyse be- 
endigt. Man erhalt intensive Tryptophanreaktion mit Brom- 
wasser, ein Beweis, daB der Abbau weitgehend ist. Als wir 
so aufgeschlossene Hefe unserem Porphyrinnachweisverfahren 
unterzogen, beobachteten wir spektroskopisch neben Kopro- 
porphyrin, das wieder krystallisiert erhalten und krystallo- 
graphisch identifiziert wurde, einwandfrei Kimmerers Por- 
phyrin. Nach dem spektroskopischen Befund ist Koproporphyrin 
in gréBerer Menge enthalten als Kammerers Porphyrin. Die 
Ausbeute betrug aus 10 kg etwa 50 mg. Es geht daraus 
hervor, daB der Aufschlu8 durch Autolyse ein viel voll- 
kommenerer ist, als der durch Faulnis, oder aber durch die 
Faulnisbakterien tritt ein teilweiser Abbau der Porphyrine ein. 
Das Auffallendste ist, da8 friiher bei der Faulnis Kammerers 
Porphyrin nicht beobachtet wurde, und wenn auch nach 
friheren Untersuchungen und nach der Konstitution von 
Kaimmerers Porphyrin die Méglichkeit nicht von der Hand 
zu weisen ist, daB Kimmerers Porphyrin in Himatoporphyrin 
iibergeht, das spektroskopisch dem Koproporphyrin in Ather 
sehr ahnlich ist, so halten wir diese Méglichkeit bei den Hefe- 
fiulnisversuchen doch fiir ausgeschlossen, und zwar deshalb, 
weil bei der Faulnis der Hefe das Koproporphyrin véllig rein 
zur Krystallisation gelangte, ohne daB irgendwelche Anhalts- 


1) Chem. Zbl. Bd. I, S. 2311 (1924). Diese Methode haben wir mit 
gutem Erfolg auch auf tierische Organe usw. iibertragen. 
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punkte fiir Nebenprodukte vorlagen. Als eine Erklarung 
dieses eigenartigen Verhaltens kann man einen Abbau von 
Kimmerers Porphyrin annehmen, denn, nachdem Kopro- 
porphyrin und Kimmerers Porphyrin in der Konstitution 
weitgehend verschieden sind, ist es nicht wahrscheinlich, daB die 
Faulnisbakterien den Umbau von Kimmerers Porphyrin in 
Koproporphyrin vollziehen kénnen. Es miiBte ja auBer an- 
deren Verinderungen auch eine Carboxylierung erfolgen, eine 
Reaktion, die durch Bakterientitigkeit bis jetzt unbekannt ist. 
Trotz alledem werden wir selbstverstindlich Versuche in dieser 
Richtung ansetzen. 

Nachdem urspriinglich in der Hefe nur Spuren von Por- 
phyrin vorhanden sind und in der Hefeasche Hisen enthalten 
ist, ist es das Wahrscheinlichste, daB die Hefe bereits Hamo- 
globin besitzt, eine Méglichkeit, auf die bereits hingewiesen 
wurde.') Um diese Frage zu prifen, haben wir Hefe mit 
Pyridin behandelt, denn aus den Untersuchungen Willstatters 
ist es bekannt, daB der rote Blutfarbstoff der Wirbeltiere 
durch Pyridin zerlegt wird in die EKiweiB- und in die Farb- 
komponente. Letztere geht mit roter Farbe ins Pyridin hinein. 
Diese Methode wandten wir auf frische Hefe an und waren 
iiberrascht, da das Pyridin sich verhiltnismiBig stark an- 
farbte. Durch den Zusatz des Pyridins tritt gleichzeitig 
Plasmolyse der Hefe ein. Uber die spektroskopischen Befunde 
des Pyridinextraktes méchten wir ein endgiiltiges Urteil noch 
nicht abgeben, ebenso iiber den der Acetontrockenhefe. Da- 
gegen gab der bei der Autolyse der Hefe erhaltene essigsaure, 
mit 5°/,iger Salzsiure von Porphyrin befreite, braun gefirbte 
Extrakt deutlich das Himinspektrum, mit Pyridin versetzt das 
Ha mochromogenspektrum. 

Dasselbe Resultat wurde bei der Plasmolyse der Hefe bei 
analoger Verarbeitung gefunden und beim Eindampfen der 
Kisessig—Atherlésung wurde neben Fettsiuren in geringer 
Menge deutlich elliptische, braune Krystalle von himiniéhn- 
lichem Typ beobachtet, die zweifellos der entsprechende eiweib- 
freie Blutfarbstoff sind. 


1) A.a. O. S. 262. 
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Die Krystalle sind ihnlich dem Himin, aber nicht identisch 
damit, wie nochmals hervorgehoben sei, und die weitere Unter- 
suchung muB diese Verhiltnisse klarstellen. 

Aus dem Nachweis von Kimmerers Porphyrin neben 
Koproporphyrin kénnte man schlieBen, daB in der Hefe bereits 
derselbe Dualismus der Farbstoffe besteht, wie er von uns im 
Tierreich festgestellt wurde, insbesondere durch den Nachweis, 
daB das Turacin der afrikanischen Turakusvégel das Kupfer- 
salz des Uroporphyrins ist, das ja durch Abbau von 3 Carboxyl- 
gruppen in Koproporphyrin iibergefiihrt werden kann. DaB beim 
Turakus auch normales Himoglobin vorhanden ist, haben wir 
zwar noch nicht feststellen kénnen aus Mangel an einem 
lebenden Turakusvogel, aber es ist wohl nicht daran zu zweifeln, 
daB bei diesem Vogel auch der gewohnliche Blutfarbstoff auBer- 
dem zu finden sein wird. Wir bezeichnen der besseren Ver- 
stindigung halber den gewéhnlichen Blutfarbstoff als Hamo- 
globin A und den zweiten (noch nicht als solchen einwandfrei 
nachgewiesenen) als Hamoglobin B. Im Tierkérper ist fiir 
gewohnlich Himoglobin A in weitaus gréBerer Menge vorhanden, 
wihrend Haimoglobin B (immer nachgewiesen durch Kopro- 
porphyrin) fiir gewohnlich in geringerer Menge vorhanden ist. 

Wahrscheinlich ist der Dualismus des Blutfarbstoffs durch 
das ganze Tierreich hindurch giiltig. Der einwandfreie Nach- 
weis iiberall wird allerdings noch einige Arbeit kosten, und 
es wird insbesondere lohnend sein, den Blutfarbstoff niederer 
Tiere einer niaiheren Untersuchung zu unterziehen, Unter- 
suchungen, die wir durchzufiihren beabsichtigen. An dieser 
Stelle muB auch auf Beobachtungen Kiisters noch hin- 
gewiesen werden. Kiister fand, da& bei alternden Pferden 
das Hamoglobin anders zusammengesetzt sei als bei jugend- 
lichen Individuen. Es erscheint nicht unméglich, daB auch 
diese Beobachtungen zuriickgefiihrt werden kénnen auf eine 
Anderung in der Zusammensetzung des Hamoglobins in der 
Richtung, da vielleicht das Gleichgewicht zwischen Hamo- 
globin A und B, das fir gewéhnlich beim Saugetier praktisch 
ganz nach A hin verschoben ist, sich im Alter dndert zu- 
gunsten von B, eine Annahme, die insofern nicht ganz un- 
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méglich erscheint, als wir ja wissen, da8 das Mengenverhiltnis 
zwischen Himoglobin A und B durch Giftstoffe mit Sicherheit 
beeinflu8t werden kann. 

Bei der Porphyrinurie ist B offenbar stark vermehrt, und 
diese Krankheit ist daher vergleichbar dem normalen Zustand 
des Turakusvogels, bei dem vielleicht auch B vermehrt auf- 
tritt, und dem der Hefe. Aus der menschlichen Pathologie 
ist bekannt, daB man die Porphyrinurie kiinstlich erzeugen 
kann, z. B. durch Sulfonal und andere Giftstoffe, und es wird 
interessant und wichtig sein, festzustellen, ob auch bei der 
Hefe das Verhaltnis der beiden Porphyrine bzw. Hamo- 
globine zueinander veriindert werden kann. Unsere Versuche 
sprechen bis jetzt entschieden in diesem Sinne. Wie schon 
mitgeteilt, habe ich seinerzeit mit Schneller in der Hefe nur 
Koproporphyrin gefunden, und neuerdings haben wir auch noch 
Kammerers Porphyrin beobachtet. Man kénnte nun an- 
nehmen, daB in den ersten Versuchen seinerzeit Kimmerers 
Porphyrin von uns iibersehen worden ist. Dies ist an sich 
ausgeschlossen, aber wir haben auch die Mutterlaugen von 
damals aufgehoben und haben aus diesen wieder betriichtliche 
Mengen von Porphyrin gewinnen kénnen, und zwar nur spektro- 
skopisch reines Koproporphyrin. 

In Ubereinstimmung damit steht auch, daB wir in durch 
Salzsiure hydrolysierter Hefe, die uns die Direktion der 
Cenovis-Werke in liebenswiirdiger Weise zur Verfiigung stellte, 
nach der Spektroskopie nur Koproporphyrin fanden. 

Die wahrscheinlichste Erklarung fiir diese verschiedenen 
Befunde ist wohl die, daB der Blutfarbstoff der Hefe zu ge- 
wissen Zeiten verschieden zusammengesetzt ist, und zur wei- 
teren Priifung dieser Frage untersuchen ‘wir systematisch die 
Hefensorten der einzelnen Miinchener Brauereien und werden 
bald weitere Mitteilungen iiber das Resultat bringen. (Vel. 
hierzu die Nachschrift.) 

Wie schon erwahnt, ist nach der Plasmolyse nur wenig 
Porphyrin in der Hefe enthalten, und nach der Autolyse 
bei 50° entsteht eine betrichtliche Vermehrung. Wenn des- 
halb die Anschauung richtig ist, daB diese durch Eisen- 
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abspaltung aus dem Himoglobin entsteht, so muB es riickwirts 
auch gelingen, aus Blut durch Hefefermente Porphyrin zu erhalten. 

Durch direkten Zusatz von Blut zur Hefe und Autolyse 
entstanden keine Porphyrine, und erst nach zablreichen Ande- 
rungen der Methodik gelang es uns schlieBlich, den Blutfarb- 
stoff abzubauen zu Kimmerers Porphyrin, und zwar durch 
Kombination von Girung und Autolyse. Wir vergiiren Blut 
zunichst mit Rohrzucker und Hefe und setzen dann nach- 
triglich nach Abklingen der Girung noch Hefe hinzu, und 
unter diesen Bedingungen erhilt man dann Kimmerers 
Porphyrin. Betrichtliche Mengen von Kimmerers Porphyrin 
sind auf diese Weise erhalten worden und wir wollen nun 
solche Versuche, bei denen Kimmerers Porphyrin in gréBerer 
Menge enthalten ist, dann weiter faulen lassen, um zu sehen, 
welcher Art das Porphyrin ist, das sich unter solchen Um- 
stinden bildet, bzw. ob etwa das Kimmerersche Porphyrin 
abgebaut wird. — 

Auf der Fahndung nach Fehlerquellen bei der Porphyrin- 
bildung in der Hefe haben wir Bierwiirze von der Léwen- 
brauerei, und zwar gehopfte und ungehopfte, untersucht. 
Beide Praparate wurden in der iiblichen Weise auf Porphyrin 
untersucht und nach dem spektroskopischen Befund ist in 
ihnen deutlich ,Kimmerers Porphyrin“ enthalten und viel- 
leicht etwas ,,Koproporphyrin“. Hopfen haben wir ebenfalls unter- 
sucht und Porphyrin gefunden. Die Werte aus Hopfen stimmen 
auf Koproporphyrin, ohne daf wir etwa behaupten wollen, daB 
im Hopfen Koproporphyrin vorhanden ist. Aber natiirlich 
haben wir die Arbeit nach dieser Richtung hin in Angriff ge- 
nommen. 

Bei den bisherigen Untersuchungen handelte es sich iiberall 
um blattfarbstoffhaltiges Material, und es schien deshalb er- 
wiinscht, absolut. chlorophylifreies, pflanzliches Material zu 
untersuchen, und als solches schien am geeignetsten Milch aus 
Kokosniissen zu sein. Diese Kokosmilch haben wir nach unserem 
Verfahren der Untersuchung auf Porphyrin unterzogen und 
haben in diesem Material klar und eindeutig spektroskopisch 
Porphyrin nachweisen kénnen. 
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Dieses Resultat ist sehr iiberraschend. Fiir seine Erklirung 
miBte vor allen Dingen die Kokosnu8 in ihren verschiedenen 
Entwicklungsstadien untersucht werden. Vielleicht handelt es 
sich um eine fermentative Umwandlung urspriinglich vorhandenen 
Chlorophylls, eine Auffassung, fiir die die verschiedenen spektro- 
skopischen Befunde bei unseren Versuchen herangezogen werden 
kénnen. Irgendein Anzeichen dafiir, da8 in der Kokosmilch 
vielleicht noch Chlorophyll vorhanden gewesen wire, haben 
wir nicht gewinnen kénnen. Sie war vollig farblos. Wir 
sind damit beschiftigt, dieses Porphyrin in gréferer Menge 
zu gewinnen. 

Bei chlorophyllhaltigem Material ist auch eine kiinstliche 
Bildung der. Porphyrine durch die angewandte Methode in 
Betracht zu ziehen und wir haben deshalb Versuche gemacht, 
aus krystallisiertem Chlorophyll durch Behandlung mit Kis- 
essig—Ather Porphyrine zu erhalten, aber ohne Erfolg. Da- 
gegen erhielten wir aus alkoholischen Griserextrakten nach 
analoger Behandlung ein deutliches Porphyrinspektrum, das 
allerdings mit keinem der bekannten Porphyrine identifiziert 
werden konnte. Entweder ist daher in den angewandten 
Griasern weiteres Porphyrin enthalten, oder es wird durch Ein- 
wirkung der verwandten Saure auf das Chlorophyll in fein 
verteiltem Zustand, so wie es in den Blattern enthalten ist, 
Porphyrin erzeugt, und so wiirden natiirlich die ver- 
schiedenen spektroskopischen Befunde bei chlorophyllhaltigem 
Material eine Erklarung finden. Die Notwendigkeit, die ent- 
stehenden Porphyrine in eindeutiger Weise durch Krystalli- 
sation zu identifizieren, wie dies mit dem Koproporphyrin aus 
der Hefe geschehen ist, beweisen diese Versuche wieder. 

Wir beabsichtigen, diese Untersuchungen auf breiter Basis 
fortzusetzen und hoffen, sie ungestirt vollenden zu kénnen. 
Insbesondere ist durch diese Befunde von Porphyrin in pflanz- 
lichem Material wieder die Méglichkeit vorhanden, daB die 
Synthese des Blutfarbstoffis in der Hefe durch Umbau von 
Chlorophyll vollzogen wird, was wir allerdings fir sehr unwahr- 
scheinlich halten. Durch Untersuchung einer Reinkultur von 
Hefe ohne jeglichen pflanzlichen Zusatz wird sich diese Frage 
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eindeutig entscheiden lassen und Herr Prof. Liiers hat die 
Freundlichkeit, fiir uns eine solche Hefekultur zu ziichten. 

Schon friiher wurde die Hypothese aufgestellt, daB der 
normale Harnfarbstoff seine Entstehung dem Zerfall des Himo- 
globins B verdankt, dessen Farbstoffkomponente zu Porphyrin 
wird, wabrend die Eiwei8komponente umgewandelt wird in 
den gelben Harnfarbstoff. Es fragt sich nun, ob nicht auch 
bereits bei der Hefe der gleiche Vorgang einsetzt; wenn man 
die Autolysate nach dem Staigerschen Verfahren besichtigt, 
so fallt die intensive Braunfairbung auf, die diese angenommen 
haben und es scheint nicht unméglich zu sein, daB hier in 
der Tat eine analoge Umwandlung der EiweiSkomponente 
vorliegt. 

Nachschrift. Im Laufe des Frihjahrs bzw. Sommers 
haben wir die Plasmolysenversuche der Hefe zahlreich fort- 
gesetzt und es ist uns dabei aufgefallen, da8 neuerdings, wie 
schon mitgeteilt, neben Koproporphyrin deutlich Kimmerers 
Porphyrin nachweisbar und da8 vor allen Dingen die Aus- 
beute betrichtlich gestiegen ist. Anfangs schienen diese 
Befunde eine ganz natiirliche Erklirung durch besseres Kin- 
arbeiten in die Methodik zu finden, mit der Zeit aber gaben 
sie za Bedenken AnlaB. 

Vor allen Dingen brachte uns die Vermehrung des Por- 
phyringehalts gegeniiber den Feststellungen im Winter auf 
den Gedanken, daB doch eine Verunreinigung sekundirer Art 
dieses Ergebnis zur Folge hitte. Als Quelle ist vor allen 
Dingen der Hopfen zu erwihnen. Im Hopfen haben wir bei 
der mikroskopischen Untersuchung gelegentlich in Lupulin ein- 
gebettet Hopfenblattlaus und Hopfenmilbe gefunden und lassen 
sich diese Insekten nicht vdllig entfernen. Viel mehr als diese 
Tiere sind natiirlich die Exkremente jener Insekten zu fiirchten, 
die im Sommer die Hopfenbliite aufsuchen und deren Ex- 
kremente sich natiirlich in der Hopfenbliite angereichert vor- 
finden miissen. In Substanz haben wir diese nicht finden 
kénnen, aber wir zweifeln nicht daran, daB der im experi- 
mentellen Teil erwihnte spektroskopische Befund des Kopro- 
porphyrins im Hopfen so eine Erklirung findet. Die Zunahme 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXVIII. 20 
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im Sommer ist wohl dadurch bedingt, daB das Abkiihlen der 
Maische in den Kihlschiffen in offenen GefiBen erfolgt und 
so das Hineinfallen von Fliegen méglich ist, wenn auch zu- 
gegeben werden mu8, daB in den betreffenden Riumen der 
Brauerei keinerlei Fliegen auffindbar waren. Aber es handelt 
sich ja auch nur um eine iuBerst geringe Menge und fiir den 
Zuwachs der Porphyrinmenge ist ja auch keine andere Er- 
klirung modglich. Was die Rittsteiger PreBhefe anlangt, so 
erfolgt deren Fabrikation ohne Hopfen und wir haben sie 
darum immer fiir einwandfrei gehalten. An dieser Stelle 
wollen wir noch hervorheben, daB alle Fachminner jegliche 
Verunreinigung der Hefe durch tierisches Material fiir aus- 
geschlossen erklirten. In Rittsteig wird als Nihrmaterial 
Melasse verwendet. Melasse ist nun auch kein einwandfreies 
Ausgangsmaterial, weil auch hier wohl Verunreinigung durch 
Insekten nicht ausgeschlossen ist. Auch in der Rittsteighefe 
haben wir jetzt im Sommer eine erhebliche Vermehrung von 
Porphyrin gefunden. Um nicht miBverstanden zu werden, 
heben wir noch ausdriicklich hervor, da8 wir niemals in der 
Hefe Ungeziefer direkt haben beobachten kénnen. Die Hefe 
erwies sich stets als véllig einwandfrei und war mikroskopisch 
ganz einheitlich, Sie kann aber das Porphyrin sekundiir auf- 
nehmen durch Autolyse der vorhandenen tierischen Ver- 
unreinigung. Vorliufig miissen wir es unentschieden lassen, 
ob in der Hefe primir Porphyrin und Blutfarbstoff vorhanden 
ist oder nicht. Auskunft hieritiber wird die bereits in Angriff 
genommene Reinkultur von Herrn Professor Liiers geben. 
Nach Mitteilung von Herrn Prof. Liiers erwachsen bei 
diesen Experimenten ganz auBerordentliche Schwierigkeiten, 
insofern als die Reinkulturen nur mit anorganischem Material 
und reinem stickstoffhaltigem EiweiBmaterial durchgefiihrt 
werden miissen, wobei jedoch wegen des Vitaminmangels das 
Wachstum nicht recht von der Stelle geht. Wie aus den 
folgenden Versuchen hervorgeht, ist nun wahrscheinlich jeg- 
liches Nihrmaterial der Hefe porphyrinhaltig und nachdem 
die hier in Betracht kommenden Porphyrine alle iAtherléslich 
sind, kann immerhin in Erwigung gezogen werden, ob die 
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Porphyrine nicht zu den Vitaminen gehéren, eine Frage- 


| stellung, die durch weitere Experimente ja leicht entschieden 


werden kann. Aber jedenfalls diirfte es nach diesen Befunden 
wohl kaum eine unter natirlichen Bedingungen ge- 


_ zichtete Hefe geben, die nicht porphyrinhaltig ist. 


Besonders wichtig erscheint uns das immer wieder be- 


| stitigte vermehrte Vorkommen des Koproporphyrins in der 


Sommerhefe und wir erblicken hierin eine weitere Bestitigung 


_ der Auffassung des Dualismus des Blutfarbstoffs. Offenbar ist 


bei den Fliegen das Hiamoglobin so zusammengesetzt, dab 
Himoglobin B im Vergleich zu den Siugetieren in gewaltig 


_ vermehrter Menge auftritt, denn sonst wire ja auch das ver- 
| mehrte Auftreten von Koproporphyrin in der Sommerhefe nicht 


méglich. Mit der experimentellen Bearbeitung dieser Frage 
durch die direkte Untersuchung von Insekten sind wir zurzeit 


| beschiaftigt. 


Der Nachweis von Porphyrin in Pflanzen ist ein absolut 
eindeutiger. Wir haben neuerdings wieder Gras auf Porphyrin 
untersucht, nachdem wir dasselbe vorher auf tierische Ver- 
unreinigung mikroskopisch gepriift hatten und sodann nur ein- 
wandfreies Material anwandten. Trotzdem wurde es der 


, Sicherheit wegen noch mit Wasser griindlich ausgewaschen. 


Nach dieser Vorbehandlung wurde es mit Alkohol extrahiert 
und wir konnten sowohl im alkoholischen Extrakt wie auch im 
fast farblosen Riickstand einwandfrei das Porphyrinspektrum 
beobachten, im Ather und in der Salzsiiure. Auch in Brauerei- 
Griinmalz haben wir neuerdings ein sehr schwaches, aber deut- 
liches Porphyrinspektrum beobachtet. Versuche mit selbst 
dargestelltem Malz sind im Gange. Auffallenderweise sind die 
beim Griinmalz erhaltenen spektroskopischen Werte innerhalb 
der Fehlergrenzen iibereinstimmend mit denen aus Gras. Wir 
enthalten uns vorliufig jeglichen Urteils dariiber. 


Experimenteller Teil. 


1. Autolyse der Hefe. 


10 kg frischer Bierhefe (Léwenbriu) wurden im Thermo- 


staten eine Woche lang auf 50° erhitzt. Bereits nach 3 bis 
20* 
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4 Stunden begann die Verfliissigung, die nach Ablauf weiterer 
2 Stunden vollstandig war. Die Flissigkeit war stark braun 
gefarbt, von wiirzigem Geruch und stark saurer Reaktion. Die 
Probe auf Tryptophan war stark positiv, mit Ehrlichschem 
Reagens erhielten wir schwache Rotfirbung. Rauchende Salz- 
siure rief eine stark gelatinédse Ausfallung hervor, desgleichen 
10 °/,ige Kalilauge, wobei jedoch noch starke Farbstoffbildung 
in Gestalt von Braunfarbung auftrat. Beim Kochen mit Lauge 
entwich Ammoniak und leimartiger Geruch konnte festgestellt 
werden. Die Biuretreaktion war sehr intensiv. Wie iiblich 
wurde mit Eisessig—Ather auf Porphyrin verarbeitet. Die 
durch Ausschiitteln des Athers mit 5°/,iger Salzsiure er- 
haltenen Ausziige waren ziemlich kriftig gefirbt. Durch Ab- 
stumpfen mit Natriumacetat konnte das Porphyrin aus der 
Salzsiiture in den Ather gebracht werden und zeigte dasselbe 
folgendes Spektrum: 

684,5—628,5 ; 625,0—620,6 ;  581,1—578,2 ; 577,15 70,9 ; 

631,5 622,8 579,6 574,0 
568,7—564,9 ; 539,6—526,2 ; 510,6—487,9 . 
566,8 532,9 499,2 














Der charakteristische Streifen des Kimmerers Porphyrin 
(631,5) war etwas stairker als der des Koproporphyrins. 

Zur Trennung der beiden Porphyrine ist es am zweck- 
miabigsten, Kimmerers Porphyrin in Form des schwer lés- 
lichen Natriumsalzes auszufillen. Nach der Filtration wird 
das Koproporphyrin in Eisessig—Ather gebracht, der Ather 
eingedampft und der Riickstand in iiblicher Weise verestert. 
Der Ester krystallisiert schén und die krystallographische 
Untersuchung von Dr. Steinmetz ergab mit Koproporphyrin 
iibereinstimmende Werte. 

Mit der Reindarstellung von Kimmerers Porphyrin aus 
dem Natriumsalz sind wir noch beschiftigt. 


Untersuchung der Riickstiinde bei der Verarbeitung 
der Hefeautolysate. 


Die oben erwahnten nach dem Ausschiittein mit 5 °/,iger 
Salzsiure verbliebenen Kisessig-itherischen Mutterlaugen wurden 
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im Vakuum zur Trockne gebracht und eine Probe des Riick- 
standes, in dem reichlich Fettsiuren krystallisieren, mit Pyridin 
aufgenommen. Folgendes ,,Hiimochromogenspektrum“ wurde 
erhalten: 

561,8—550,0 ; Endabsorption; 529,3. 
555,9 





2. Plasmolyse der Hefe. (Neue Versuche.) 


2 kg Léwenbriubierhefe wurden mit 120 g Kochsalz durch- 
geknetet und, nachdem Verfliissigung eingetreten war, mit 
11/, kg Eisessig und 2 Liter Ather durchgeschiittelt und iiber 
Nacht stehen gelassen. Am nichsten Morgen wurde von dem 
Niederschlag abgehebert, mit Wasser gewaschen und mit 
5 °/,iger Salzsiure ausgeschiittelt. Sodann wurde die Salzsiure 
mit Ather iiberschichtet und die Mineralsiure mit Natrium- 
acetat abgestumpft. Der Ather zeigte folgendes Spektrum: 

1. 634,9—628,4 ; II. 625,5—622,4 . 

631,6 623,4 

Die iibrigen Streifen stimmten mit den bereits friiher 
publizierten Werten vollig iiberein. 

Die nach dem Ausschiitteln mit 5°/,iger Salzsiure ver- 
bliebenen Atherischen Mutterlaugen waren stark braun gefarbt 
und zeigten folgendes Spektrum: 

I. 651,3—632,1 ; II. 551,8—529,8 . 

641,7 540,8 














Sie wurden nun im Vakuum zur Trockne gebracht und es zeigte 
eine Probe, die mit Pyridin aufgenommen war, folgendes 
scharfe ,Haimochromogenspektrum“: 
I. 562,0—549,4 ; II. 529,5—516,7 . 
555,7 523,1 








Die Hauptmenge des Riickstandes wurde nach kurzem 
Aufkochen mit sehr wenig Eisessig iiber Nacht stehen ge- 
lassen und zeigten sich dann linsenférmige Krystalle, die oft 
iiberkreuzt waren. Die niahere Untersuchung ist im Gange. 
Bei dieser Gelegenheit stellten wir neuerdings die ,,Haimo- 
chromogenspektren“ aus Himin fest mit I. 557,4; Il. 526,6. 
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Haminspektrum in n/10-KOH mit einem Streifen im Rot bei 
614,8. Hiermit seien davon abweichende, friiher veréffentlichte 
Werte berichtigte. 


3. Hydrolyse der Hefe mit konzentrierter Salzsiure. 


1 kg Hefe wurde mit 1 Liter konzentrierter Salzsiure 
(spez. Gew. 1,19) auf siedendem Wasserbad 2 Stunden erhitzt. 
Es trat zuerst Braunfarbung und schlieBlich Schwarzfirbung 
ein, Kine entnommene Probe (50 ccm) gab nach dem Ab- 
stumpfen der Salzsiure mit Natriumacetat, Aufnehmen des 
Porphyrins mit Ather und Ausschiitteln mit 25 °/, iger Salzsiiure 
in derselben folgendes sehr schwaches Spektrum: 

601,2—590,9 ; (579,9—574,5); 561,7—546,6 . 

596,5 577,2 554,1 

Die Hauptmenge wurde im Vakuum zur Trockne ge- 
bracht, mit etwas Natriumacetatlésung aufgeriihrt, sodann 
300 ccm Kisessig zugegeben und 400 ccm Ather. Bei der Ver- 
arbeitung in der tiblichen Weise konnte ein Porphyrinspektrum 
nicht festgestellt werden. Die geringe Menge des vorhandenen 
Porphyrins scheint durch das Chlornatrium absorbiert worden 
zu sein. 








4, Untersuchung der Cenoviswiirze. 


Dieselbe wird durch Hydrolyse mit Salzsiure dargestellt 
und ist daher gleichbedeutend mit dem Versuch Nr. 3. Be- 
merkenswert ist hierbei, daB das Endresultat von dem oben 
erhaltenen abweicht, indem hier im wesentlichen ein Kopro- 
porphyrinspektrum vorlag. Die Verarbeitung geschah in folgen- 
der Weise. 

1 kg Cenoviswiirze wurde mit der gleichen Gewichtsmenge 
Hisessig einige Tage geschiittelt, bis gleichmiBige Verteilung 
eingetreten war. Hierauf wurde noch 1 Liter Ather zugegeben. 
Nachdem das Ungeléste sich abgesetzt hatte, wurde die hell- 
braun gefairbte Fliissigkeit dekantiert, mit Wasser entmischt 
und zweimal mit Wasser ausgewaschen. Hierauf wurde mit 
5°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt, der salzsaure Extrakt mit 
Ather iiberschichtet und durch Zugabe von Natriumacetat die 
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Salzsiure abgestumpft. Der Ather zeigte dann in dicker 
Schicht ein schwaches Spektrum: 
I. Ein sehr schwacher Streifen, dessen Maximum ungefihr 632,0 ist; 
Il, 624,4—619,6 ; III. 580,6—571,9 , 570,1—564,9 ; IV. 583,7—522,1 . 
622,0 576,2 567,5 527,9 
V. 505,7—486,0 . 
495,8 














5. Untersuchung der Bierwiirze der Léwenbrauerei. 


A. 1 Liter ungehopfte Bierwiirze, die eine klare, rotbraune 
Flissigkeit darstellte, wurde in der iiblichen Weise mit Eis- 
essig—Ather behandelt. Nach dem Ausschiitteln mit 5 °/,iger 
Salzsiiure, Uberschichten mit Ather und Abstumpfen der 
Mineralsiure mit Natriumacetat zeigte der Ather in 10 cm 
dicker Schicht ein ganz schwaches Spektrum: 

I. 634,4—629,2 ; II. (sehr sehwacher Streifen, Maximum ungefihr 

631,8 
622,0); III. 583,7—571,7 ; IV. 540,1—528,0 ; V. 510,8—490,6 . 
577,7 534,0 500,7 

B. 1 Liter gehopfte Bierwiirze, die starke Triibungen auf- 
wies, wurde in der gleichen Weise mit Kisessig—Ather be- 
handelt. Auch hier wurde mit 5 °/,iger Salzsiure ausgeschiittelt, 
mit Ather iiberschichtet und mit Natriumacetat die Mineral- 
siure abgestumpft. Der Ather war deutlich gefirbt und zeigte 
bereits in diinner Schicht folgendes Spektrum: 

I. 634,0—628,2; II. 587,7—578,2 ; 576,4—571,7; IIL. 541,2—529,6 ; 

631,1 582,9 574,0 535,4 
V. 513,0--492,0 . 
502,5 


























6. Untersuchung von Hopfen aus der Léwenbrauerei 
Miinchen. 


100 g Hopfen, der uns von der Léwenbrauerei zur Ver- 
fiigung gestellt worden war, wurde mit 1kg Hisessig auf- 
geschiittelt und einige Stunden stehen gelassen. Die intensiv 
olivgriin gefirbte Lésung wurde abfiltriert und zeigte ein deut- 
liches Chlorophyllspektrum. Hierauf wurde mit 1 Liter Ather 
versetzt, gut durchgeschiittelt und hierauf mit Wasser ent- 
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mischt. Der Ather wurde einige Male mit Wasser aus- 
gewaschen und dann mit 5°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt. 
Nach dem Uberschichten mit Ather und Abstumpfen der freien 
Mineralsaiure zeigte der Ather in 10 cm dicker Schicht ein deut- 
liches Porphyrinspektrum: 


I. Andeutung eines Schattens bei 635,6; II. deutlicher Streifen 
625,6—618,6 ; III. breite, verwaschene Bande, von der nur der rechte, 














622,1 
scharf abgegrenzte Streifen gemessen wurde. 569,6—565,2 ; IV. ver- 
567,4 
waschener Streifen 534,1—524,4 ; V. breite Absorption 505,3—489,7 ; 
529,2 497,5 


VI. Endabsorption: 446,0. 

Dem Ather wurde mit 25°/,iger Salzsiiure das Porphyrin 
entzogen und konnte folgendes, salzsaures Spektrum gemessen 
werden: 

I. 598,3—589,1 ; II. (576,9—569,4); III. 557,9—543,0 . 

593,7 573,1 550,4 











7. Untersuchung von KokosnuBmilch. 


A. 1/, Liter Kokosnu8milch wurde in der oben beschriebenen 
Weise mit Kisessig—Ather behandelt. Nach dem Ausschiitteln 
mit 5°/,iger Salzsiure, Uberschichten mit Ather und Ab- 
stumpfen der freien Mineralsiure mit Natriumacetat zeigte der 
Ather in 10 cm dicker Schicht folgendes, sehr schwaches 
Spektrum: 

I. 632,5—624,0; IL. 5848-5792; III. 572,2—527,6 ; 

628,2 581,7 534,9 
IV. 510,5—490,1 . 
500,3 

B. 1 Liter Kokosnu8milch, selbst gewonnen aus 10 Kokos- 
niissen, wurde mit 1 Liter Eisessig versetzt, kriftig durch- 
geschiittelt und filtriert. Sodann wurde 1 Liter Ather zugegeben, 
mit Wasser entmischt, etliche Male mit Wasser gewaschen und 
mit 5°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt. Die Salzsiure wurde 
mit Ather iiberschichtet, mit Natriumacetat die freie Mineral- 
siiure abgestumpft und zeigte dann der Ather im Polarisations- 
rohr in 20 cm dicker Schicht ein deutliches Porphyrinspektrum: 
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I. 626,8—622,9 ; II. nach breiter Vorbeschattung beginnt ein 








624,8 
Streifen deutlich bei 583,0, wird aber erst intensiv von 572,5—565,7 ; 
569,1 
III. nach Vorbeschattung 534,5—524,8 ; IV. 506,3—492,9 ; End- 








: 529,6 499,7 
absorption: 426,3. 


Dem Ather wurde mit 25°/,iger Salzsiure das Porphyrin 
entzogen und konnte dann ein typisches Porphyrinspektrum 
festgestellt werden: 

I. 600,6—590,9 ; IL. 559,9—543,1 . 

595,6 546,5 
C. Ein dritter Versuch hatte dasselbe Ergebnis. 








8. Garungsversuch mit Blut. 


450 g Rohrzucker wurden in 3 Liter Leitungswasser ge- 
lést und 1 kg Léwenbriubierhefe zugesetzt. Nach 15 Minuten 
hatte die Girung begonnen und wurden nun 100 ccm frisches 
defibriniertes Rinderblut zugefiigt. Dasselbe ging anfanglich 
nicht in Lésung, sondern setzte sich in Form rotbrauner 
Kliimpchen lackartig in Schaum ab. Hier trat allmihlich 
Lésung auf. Nach Beendigung der Girung hatte sich die 
Hefe abgesetzt, die dariiberstehende Mutterlauge war intensiv 
braunrot gefirbt. Es wurde nun bei Zimmertemperatur 14 Tage 
stehen gelassen, hierauf neuerdings 1 kg Hefe zugegeben und 
im Thermostaten auf 50° erhitzt. Bereits nach 2 Tagen konnte 
in einer Menge von 5 ccm deutlich ein Porphyrinspektrum 
festgestellt werden. Die ersten beiden Streifen des Spektrums 
in Ather waren folgende: 

I, 635,1—629,0 ; II. (sehr schwach, Mittel ungefiihr 624,9). 

632,0 
DemgemaB Kaimmererporphyrin und eine Spur Koproporphyrin. 
Uber die weitere Verarbeitung wird demnichst mit Herrn 
Pitzer berichtet. 





9. Untersuchung von Griasern (a). 


Der mit Alkohol aus Grasern erhaltene Chlorophyll- 
extrakt wurde im Vakuum zur Trockne gebracht und der 
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Riickstand mit EKisessig aufgenommen. Nach 12 stiindigem 
Stehen wurde mit Ather versetzt, mit Wasser entmischt und 
nach mehrmaligem Auswaschen mit Wasser mit 5 °/,iger Salz- 
siure ausgeschiittelt. Sodann wurde ‘mit Ather iiberschichtet 
und durch Abstumpfen mit Natriumacetat etwaiges Porphyrin 
in Ather gebracht. Der Ather zeigte in 20 cm dicker Schicht 
ein schwaches Spektrum: 

I. 672,1—659,8 ; Beschattung setzt sich fort bis 646,6; II. sehr 

















665,9 
schwacher Streifen 632,2—625,3; III. 583,7—568,3; IV. 538,9—527,7 ; 
628,7 576,0 533,4 
V. 508,4—492,5 ; Endabsorption: 442,2. 
500,4 


Nach dem Ausschiitteln mit 25°/,iger Salzsiure zeigte 
sich in 20 cm dicker Schicht ein deutliches Porphyrinspektrum: 
I. 604,5—595,0 ; II. (580,0—575,3); III. 562,3—549,8 . 
599,7 577,6 556,0 











10. Untersuchung von Grisern (b). 


Gras, das mit Hilfe des Mikroskops sorgfaltig auf Fehlen 
von tierischen Verunreinigungen untersucht worden war, wurde 
griindlich mit Wasser ausgewaschen und sodann mit Alkohol 
extrahiert. Der alkoholische Chlorophyllextrakt wurde im 
Vakuum zur Trockne gebracht, mit Kisessig-Ather aufgenommen 
und wie iiblich bearbeitet. Es zeigte sich dann im Ather in 
20 cm dicker Schicht folgendes schwache Spektrum: 

I. 671,9—657,9 ; I. 626,4—621,7 ; IIL. 580,9—572,3 ; 570,7—566,3 ; 

















665,9 624,0 576,6 568,5 
IV. 535,4—525,6 ; -V. _505,7—490,0 . 
530,5 497,8 


In 25°/,ige Salzsiure geschiittelt zeigte sich ebenfalls in 
20 cm dicker Schicht ein schwaches, aber deutliches Porphyrin- 
spektrum: 
I. 600,0—590,0 ; II. 559,83—544,0 . 
595,0 551,6 
Der nach der Extraktion mit Alkohol verbliebene fast 
farblose Grasriickstand wurde nun 12 Stunden mit Eisessig 
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stehen gelassen, sodann mit Ather versetzt und wie iiblich 
verarbeitet. Es zeigte sich dann in einer Schichtdicke von 
20 cm folgendes sehr schwache Spektrum: 














I. 627,0—620,3 ; II. 583,7—565,3 ; ‘IIT. 536,4—524,5 ; 
623,7 574,5 580,4 
IV. 506,3—488,6 . 
497,4 


In 25°/,ige Salzsiure geschiittelt erhielten wir folgendes 
sehr schwache, aber deutliche Porphyrinspektrum: 
I. sehr schwach und nicht meBbar. II. 560,0~548,0 . 
554,0 





11. Untersuchung der Branntweinhefe von Rittsteig. 
(Juni 1924.) 


1 kg frischer Branntwein-PreBhefe wurde mit 60 g Koch- 
salz durchgeknetet und die diinnfliissige Masse mit EKisessig- 
Ather wie tblich verarbeitet. Die 5°/,ige Salzsiure war be- 
reits ziemlich intensiv rot gefirbt, sie wurde mit Ather iiber- 
schichtet und das Porphyrin durch Zugabe von Natriumacetat 
in den Ather iibergetrieben. Derselbe zeigte dann folgendes 
deutliche Spektrum: 

















I. 676,6—651,7 ; II. 634,7—-630,2; ‘III. 626.1—620,9 ; 
664,1 632,4 623,5 

IV, Beginn verwaschen 582,5—573,2 ; 570,8—566,0 ; V. 539,0—524,0 ; 
5177,7 568,4 531,5 


VI. 511,4—487,0 . 
499,2 

Die Intensitit des Streifens II betrug ungefihr die Hilfte 
von der des Streifens III. 

In 25°/, iger Salzséure enthielten wir folgendes Spektrum: 

Ziemlich verwaschen. I. 601,0—591,6 ; II. 558,1—548,3 . 

596,3 553,2 
Die nach dem Ausschiitteln mit 25°/,iger Salzsaiure ver- 











bleibende itherische Mutterlauge zeigte bereits in 2 cm dicker 
| Schicht deutlich folgendes Spektrum: 


I. nach Vorbeschattung 649,0—629,2. Beschattung setzt sich fort 
639,1 
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bis 626,0; II. nach Vorbeschattung 553,6—533,1 ; III. sehr schwach 
543,3 





und stark verwaschen 513,6—499,4 . 
506,5 

Auf Zugabe von Pyridin erhielten wir ein scharfes ,,Himo- 
chromogenspektrum“: 

I. 586,9—574,1 ; IL. 559,0—550,9 ; «TI. 534,1—517,0 . 

580,4 554,9 526,5 

Nach diesen Befunden ist auch in der Rittsteiger Hefe 

auBer Hamin bzw. Porphyrin noch Chlorophyll enthalten. 














12. Untersuchung von Grinmalz. 


350 g frisches Griinmalz aus der Léwenbrauerei, das fast 
zu Ende gekeimt war, wurde im Porzellanmérser zerquetscht, 
mit 500 g Eisessig 12 Stunden stehen gelassen, filtriert und 
dann mit 3/, Liter Ather versetzt. Nach dem Entmischen mit 
Wasser wurde noch einigemale mit Wasser ausgewaschen und 
mit 5°/,iger Salzsiure das Porphyrin dem Ather entzogen. 
Die Salzsiure wurde mit Ather iiberschichtet und durch Ab- 
stumpfen der Mineralsiure mit Natriumacetat das Porphyrin 
in den Ather gebracht. Der Ather zeigte ein sehr schwaches 
Spektrum. Schichtdicke 10 cm, Spalt 0,03 mm. 

I. 626,5—624,2 ; II. 583,0—565,8 ; III. 535,9—525,4 ; 

625,8 514,4 530,6 
IV. 506,4—488,2 . 
497,3 























Bemerkungen zu den Abhandlungen von Schumm und 
Papendieck in dieser Zeitschrift Bd. 136, Heft 5 und 6. 


Von 


Hans Fischer. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. Juni 1924.) 


Vor kurzem sind wieder zwei polemische Abhandlungen von 
Schumm bzw. Papendieck gegen mich erschienen, auf die ich kurz 
eingehen mu’. Herr Schumm (Diese Zs. Bd. 136, S. 243) meint vor 
allen Dingen, da8 ich neuerdings zu einer viel weitergehenden An- 


erkennung der spektralanalytischen Methode gekommen sei als friiher. 
Dies ist durchaus nicht der Fall. Im Jahre 1916 habe ich, wie 
Schumm ganz richtig zitiert, geiiuBert, daB man die spektroskopische 
Methode der wissenschaftlichen Arbeiten in der Regel nur auf reines 
krystallisiertes Material anwenden solle. Diese Angabe bezog sich auf 
die speziellen Verhiltnisse bei der Porphyrinurie. Bei dieser Erkrankung 
sind meist so viel von Uro- und Koproporphyrin vorhanden, da8B ohne 
groBe Schwierigkeiten nach meinen Methoden die Reindarstellung aus 
Harn und Kot gelingt und fir ihre Identifizierung ist die chemische 
Methode heute so einfach, daB die Spektroskopie am besten erst auf das 
reine krystallisierte Material angewendet wird. Diesen Standpunkt ver- 
trete ich auch heute noch und ich glaube auch, daB weitere Fortschritte 
in der Porphyrinuriefrage nur erzielt werden, wenn die chemische 
Methode angewandt wird. Bei Vorhandensein schon minimaler Menge von 
Porphyrin gelingt die Reindarstellung glatt. Ich darf vielleicht an den 
Fall Ditz1) erinnern, bei welchem im Harn so wenig Porphyrin vor- 
handen war, daB das Porphyrin-Spektrum erst in 20cm Schicht erkannt 
werden konnte. Trotzdem gelang die Darstellung des Porphyrins in 
krystallisiertem Zustand und aus Kot konnte 10 mg reiner krystallisierter 
Koproporphyrinester gewonnen werden, obwohl im Stuhl direkt Porphyrin 


1) Diese Zs. Bd. 97, S. 168. 
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s pektroskopisch gar nicht nachweisbar war. Fiir den Nachweis und die 
Darstellung von geringen Mengen Koproporphyrin ist die von mir 
zuerst angewandte Eisessig-Ather-Methode noch empfindlicher, wie 
nebenbei bemerkt sei. 

Bezog sich also die zitierte Stellungnahme zur Spektroskopie 
speziell auf die Verhiltnisse bei der Porphyrinurie, so sollte es eigent- 
lich Schumm nicht entgangen sein, da8 ich ungefihr um dieselbe Zeit 
in den Ergebnissen der Physiologie im 15. Bd. S. 237, meinen Stand- 
punkt zur Spektroskopie in folgender Weise klar ausgedriickt habe: 

»Lleh beniitze die Gelegenheit, um auf die Bedeutung der spektro- 
skopischen Untersuchungen fiir Identitétsnachweise bei Farbstoffen zu 
kommen. Es wire verkehrt, den Wert der spektroskopischen Unter- 
suchung leugnen zu wollen. Aber immerhin zeigt besonders gerade 
die Lehre von Urobilin, wie wenig beweisend fiir das Vorliegen eines 
bestimmten Kérpers ein spektroskopischer Befund zu sein braucht. 
Dieser ist ein sehr wichtiges Hilfsmittel fiir die Untersuchung im 
Laboratorium, besonders zum Auffinden von Farbstoffen in einzelnen 
Fraktionen, aber fiir Identitaétsnachweise ist die Isolierung, Krystalli- 
sation und wenn irgend méglich die Elementaranalyse des betreffenden 
K6rpers unbedingt zu verlangen.“ 

Auf diesem Standpunkt stehe ich noch heute und glaube auch 
durch meine Arbeiten bewiesen zu haben, da8 dieser Standpunkt der 
richtige ist. 

Schumm selbst mu8 das ja am besten wissen, hat er doch mit 
seinen empfindlichen Apparaten trotz zahlreicher Porphyrinurie-Fille den 
spektroskopischen Unterschied zwischen Uro- und Koproporphyrin nicht 
gefunden, ein Beweis dafiir, daB die spektroskopische Methode eben bei 
Vorliegen von Gemischen zweifellos der chemischen Methode unterlegen 
ist. Schumms Auffassung, da8 fiir die chemische Identifikation un- 
bedingt die Elementaranalyse gerade notwendig ist, pflichte ich auch 
nicht bei. Dies wird von Fall zu Fall verschieden sein und oft wird 
eine krystallographische Bestimmung im Verein mit einem Schmelzpunkt 
mehr besagen als die Elementaranalyse. Allgemeine Regeln lassen sich 
aber iiber dergleichen nicht aufstellen. ,,Methode ist eben das, was 
zum Ziel fihrt.“ DaB wir heute auch spektroskopische Beobachtungen 
bereits verdéffentlicht haben, wenn die Arbeit noch nicht vollendet ist, 
ist hauptsichlich durch die wirtschaftliche Not der heutigen Zeit be- 
dingt. In der Allgemeinheit ist vielleicht nicht bekannt, welche enorme 
Schwierigkeiten heute der Vorstand eines groBen Instituts zu iiber- 
winden hat, bis nur das Geld fiir die wissenschaftlichen Arbeiten 
aufgetrieben ist und so kommt es oft vor, daB eine Arbeit monatelang 
liegen bleibt nur deshalb, weil die Mittel zur Fortfiihrung nicht vor- 
handen sind, und es wire dann nicht erfreulich zuzusehen, wenn andere 
auf Grund schnell ausgefiihrter spektroskopischer Bestimmungen zu 
ernten versuchen, wo sie nicht gesat haben. 
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Mit der historischen Auseinandersetzung Schumms iber die Fort- 
schritte der Spektroskopie kann ich mich nicht einverstanden erkliren. 
Die Fortschritte der Spektroskopie hingen mit der Giite der Spektro- 
skope zusammen und es liegt ohne weiteres auf der Hand, daB mit 
einem Gitterspektroskop nach Léwe unendlich leichter und bequemer 
zu arbeiten ist als mit einem Prismen-Spektroskop nach Steinheil, 
vor allem mit solchen, wie sie friiher zur Verfiigung standen, an denen 
keine Wellenlingenskala angebracht war und bei denen man immer erst 
die erhaltenen Werte auf die entsprechenden Wellenlingen umrechnen 
mubte. Was die Differenz zwischen den Beobachtungen von Schumm 
und meinen alten und unseren neuen Beobachtungen anlangt, so sind 
diese (minimalen)') Differenzen teilweise bedingt durch die verschiedene 
Empfindlichkeit der Apparate, zum gréBeren Teil aber durch die Art 
der Ablesung. Ich habe an 2 Stellen — einmal in der Arbeit mit 
Schneller, das andere Mal in Oppenheimers Handbuch — ganz 
klar angegeben, wie wir unsere spektroskopischen Beobachtungen an- 
stellen. Als Beginn der Binder bezeichnen wir die erste deutliche 
Beschattung; die undeutliche Vorbeschattung lassen wir weg, weil wir 
finden, daB auf diese Weise zwischen einzelnen Beobachtern am besten 
noch itibereinstimmende Resultate erhalten werden. Aus den dann 
erhaltenen Zahlen berechnen wir die Mitte, um einfache Vergleichs- 
zahlen zu erhalten. So kommen unsere spektroskopischen Werte zu- 
stande und in unserem Laboratorium erhalten wir mit dieser Methode 
zwischen den verschiedensten Beobachtern ziemlich iibereinstimmende 
Resultate und darauf kommt es mir an. 

Bei unsymmetrischen Streifen geben wir dies meist gesondert an. 
Die Spaltbreite bei unseren spektroskopischen Untersuchungen betriigt 
im allgemeinen 0,03—0,06 mm. In der Abhandlung mit Zerweck, wo 
einmal eine Spaltbreite von 0,5 und von 0,6 mm angegeben ist, liegt 
ein Versehen vor. Es sind die Originalzahlen der willkiirlichen Skala 
angegeben; in Wirklichkeit betrug die Spaltbreite 0,12 bzw. 0,18 mm 
und war angegeben worden, um die wenig scharfe Beobachtungsméglichkeit 
anzugeben. Herr Schumm zieht es vor, entsprechend den Angaben der 
Lehrbiicher, die Maxima zu bestimmen, indem er die Lésungen so lange | 
verdiinnt, bis der Streifen eben noch sichtbar ist. Diese Methode ist | 
theoretisch sehr gut, nach unseren Erfahrungen aber nicht genauer, wie | 
die unsrige, nur sehr viel umstiandlicher. Wenn bei der Verdiinnung 













































1) Die Differenzen zwischen den Untersuchungen Schumms und 
meinen alten Beobachtungen betrugen 1—2 uu. Mir ist in der spektro- 
skopischen Literatur bis jetzt kein Fall bekannt, da8 ein Autor dem 
andern gegeniiber bei solech geringen Abweichungen den Vorwurf 
unrichtiger Messungen erhoben hitte, wie dies von Schumm wieder- | 
holt getan worden ist. | 
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das spektroskopische Bild so sich prisentieren wiirde, daB dabei zum 
SchluB eine Linie vorhanden wire, dann wire natiirlich diese Ver- 
diinnungsmethode ohne weiteres die gegebene. Dies ist jedoch niemals 
der Fall, der Streifen wird immer verwaschener, und aus diesem Grunde 
bin ich auch der Ansicht, da8 es in der Regel gar nicht méglich ist, 
auf ein mu oder noch geringere Werte bei verschiedenen Be. 
obachtern objektiv iibereinstimmende Zahlen zu erhalten. Mit der 
spektrographischen Methode besitzen wir keine Erfahrungen und berufen 
uns fiir die Nichtanwendung dieser sehr kostspieligen Methode auf die 
Kritik Willstaétters in Liebigs Ann. der Chem. Bd. 385, S. 159 (1911). 
Ver Vergleich zwischen Photographie und Zeichnung iiberzeugt 
uns davon, da8 die photographische Aufnahme und Darstellung der 
Spektra nicht, wie zumeist angenommen wird, eine Methode von gré8erer 
Objektivitait ist als die Beobachtung mit dem Auge und zeichnerische 
Wiedergabe der Messungen. Wir stimmen daher nicht ganz iiberein 
mit der Ansicht von Rost, Franz und Heise’), die als einen unleug- 
baren Vorteil der Photographie ,,die vdllig objektive Fixierung der 
Bilder“ hervorheben. Der photographischen Methode ist auch viel Sub- 
jektivitit eigen, die durch die Plattenempfindlichkeit, durch die Belich- 
tung, die Arbeitsweise und die Reproduktion bedingt wird. Wenn 
unsere Photogramme auch alle beobachteten Absorptionsstreifen nach 
ihrer Lage richtig wiedergeben, so erhalten die Begrenzungen und 
Intensitatsverhiltnisse doch einen etwas weniger genauen Ausdruck 
als bei der unmittelbaren Beobachtung mit dem Auge, dessen Empfind- 
lichkeit die der photographischen Platte iibertrifft.“ 


In diesem Zusammenhang sei angefiihrt, daB Willstitter bereits 
im Jahre 1911 genau denselben Standpunkt vertreten hat, wie ich ihn 
oben ausgefiihrt habe. Willstatter fahrt ibidem S: 160 dann fort: 
80 wichtig daher die Absorptionsspektra fiir die Beschreibung 
der Chlorophyllderivate sind, so war fiir die chemische Untersuchung, 
auch fiir die Arbeit, welche die Isolierung der Farbstoffkomponenten 
zum Ziele hatte, die spektroskopische Methode doch nur selten wert- 
voll, diese Einschitzung, die wir in der ersten Abhandlung aus- 
gesprochen, hat sich inzwischen oft bestitigt.“ 
Er schlieBt dann S. 162 mit den Worten: 
»Auch die Ausdehnung der Spektralanalyse auf Ultraviolett 
aindert nichts an der Uberlegenheit der chemischen Methoden.“ 
Willstaitter hat mit dem Lé6weschen Gitterspektroskop und Zeiss 
Spektrographen mit Ives Gitter mit 20000 Strichen pro inch gearbeitet. 
AbschlieBend méchte ich noch hinzufiigen, da8 meines Erachtens 
die Spektroskopie besonders wichtig werden wird, wenn einmal mit 
Sicherheit die Konstitution der Porphyrine in ihren Grundziigen fest- 





1) Arbeiten aus dem Kaiserl. Gesundheitsamt Bd. 32, S. 223 (1909). 
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gestellt ist. Fiir die Aufklérung der Konstitution dann in bezug auf 
die Einzelheiten wird sie sicherlich von Nutzen sein. 

Was die Abhandlung des Herrn Papendieck anlangt, so scheint 
mir Herr Papendieck nicht recht kompetent zu sein in der Frage der 
Beurteilung, ob im Serum spektroskopisch Koproporphyrin vorkommt 
oder nicht. Papendieck*) hat nicht einmal in 170g Kot Kopro- 
porphyrin gefunden und hat ausdriicklich bemerkt?), daB er zum Trocknen 
des Lésungsmittels nicht Natriumsulfat angewandt hat (wie ich zu seiner 
Entschuldigung angenommen hatte); er mu8 also dabei ebenso wie bei 
den Seren einen methodischen Fehler begangen haben, der fiir den AuBen- 
stehenden schwer zu beurteilen ist. Seine Untersuchungen iiber Seren 
beweisen deshalb gar nichts, trotz der vielen schénen und teuren Photo- 
graphien. 

Es wird notwendig sein, daB Herr Papendieck zunichst so lange 
Kot von fleischfrei ernihrten Personen untersucht, bis es ihm gelingt, 
in 20 g Kot Koproporphyrin nachzuweisen. Dann wird er auch mit 
Erfolg an die Untersuchung der Seren herangehen kénnen. 

Sehr bemerkenswert finde ich auch den Vorwurf auf S. 294, daB 
wir die von Schumm genau angegebene Untersuchungsvorschrift nicht 
befolgt und deshalb keine brauchbaren Ergebnisse erzielt hatten, in 
Anbetracht des mittleren Absatzes 8. 295, in dem Papendieck zugeben 
muB, daB unsere Methodik eine Verfeinerung des Nachweises des Kopro- 
porphyrins bedeutet. Wie man diese Methode gleichzeitig zum Nachweis 
des Uroporphyrins beniitzen kann, wird Herr Papendieck ja in- 
zwischen aus der Ahhandlung in dieser Zs. Bd. 137, Heft 3—4 entnommen 
haben. Wenn nun ein Autor dem andern vorwirft, daB er sich nicht 
an die gegebene Vorschrift gehalten hat, so diirfte man doch wohl 
von ihm selbst in erster Linie erwarten, daB er die Vorschrift des andern 
befolgt. Soweit ich seiner Veréffentlichung entnehme, hat Papendieck 
nicht das Porphyrin aus Salzsiure in Ather iibergetrieben und den 
Ather spektroskopiert, sondern dieser Teil unserer Methode wird mit 
der Bemerkung S. 297, 3. Abs. abgetan: ,,Auf die an Atherlésungen er- 
mittelten Zahlen gehe ich nicht ein, da es unverstaindlich ist, wie der- 
artige Mengen Porphyrin gefunden werden konnten, daf deren spektro- 
skopische Beobachtungen in Atherlésung iiberhaupt méglich wurde.“ 

Hierzu bemerke ich, daB der Nachweis des Porphyrins in Ather 
ebenso empfindlich ist wie in Salzsiure. In einer Verdiinnung von 
1: 5000000 ist Koproporphyrin noch deutlich nachweisbar, 1: 10000000 
eben noch erkennbar. — Wir fiillen die gesamte Atherlésung in ein 
langes Polarisationsrohr ein und da es viel einfacher ist die Ather- 
léisung auf die gewiinschie Konzentration zu bringen, als die Salzsiure, 
ist experimentell der Nachweis in Ather praktisch schirfer. 


1) Diese Zs. Bd. 128, 8. 111 (1923). 
*) Diese Zs. Bd. 133 8. 98 (1924). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXVIII. 
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Besonders erstaunt war ich iiber die Ausfiihrungen Papendiecks 
S. 296, Mitte bis 297 oben. Dort werden unsere spektroskopischen 
Zahlen einer ausfihrlichen kritisehen Besprechung ohne jegliches experi- 
mentelles Material unterzogen uad die Kritik gipfelt dann auf 8. 297 
in der Behauptung: ,,Fiir Kotporphyrin miiBte also eine Lage der 
Streifen bei etwa 592 bzw. 549,3 festgestellt werden.“ Es ist doch 
nun nichts einfacher als diese Behauptung experimentell zu 
priifen und es ist charakteristisch fiir die Polemik des Herrn Papen- 
dieck, daB er das nicht tut, sondern statt dessen einfach unsere 
Zahlen einer héchst anmaSenden Kritik unterwirft. Experimentell findet 
man, wenn man reines Koproporphyrin in Eisessig lést, mit Ather ver- 
setzt, mit Wasser entmischt und den Atherextrakt zweimal mit Wasser 
wischt und dann mit 25°/,iger Salzsiure ausschiittelt, folgende Werte: 




















598,0—589,0 (577,1—569,1) 560,4—539,6 
‘— ° — 

5mal gewaschen findet man in 25°/,iger Salzsiure: 
597,5—589,4 576,5—570,0 558,7—541,4 
‘—— ll 


Im itibrigen haben auch wir bereits in unserer Abhandlung in einer 
FuBnote bemerkt, da8 wir neuerdings in verschiedenen Seren Porphyrin 
vermiBt hiitten und es unterliegt keinem Zweifel, da8 das Porphyrin 
nicht so hiaufig vorkommt, wie wir es seinerzeit aus unseren relativ 
wenigen Fallen angenommen hatten. Es hat sich damals in erster Linie 
um pathologische Falle gehandelt. Wir selbst haben die Untersuchung 
nicht weiter fortgefiithrt, weil sie fiir ein chemisches Laboratorium 
weniger geeignet ist. Ein junger Mediziner hat sie fortgesetzt und 
hat ihnliche Resultate erhalten wie Papendieck. Der betreffende 
Herr war wiederholt mit 4—5 Seren bei uns im Laboratorium und 
es hat sich dann ziemlich regelmiBig herausgestellt, da8 unter 
4—5 Seren eines positiv war, die anderen negativ. Es wird sich also 
bei den zukiinftigen Untersuchungen empfehlen, zunichst Harn nach 
der Eisessig-Athermethode, die tibrigens vor Schumm von mir zum 
Nachweis des Koproporphyrins im Kaninchenharn angewandt wurde 
(Diese Zs. Bd. 96, S. 92, 93), auf die Menge an Porphyrin zu untersuchen 
und wenn hier eine betrichtliche Vermehrung konstatiert ist, dann erst 
das Serum heranzunehmen. Es hat dies den Vorteil, da8 der mit 
chemischen Arbeiten naturgemi8 weniger vertraute Mediziner dann 
sofort positive Resultate erhilt und so sich viel leichter in die Methode 
einarbeitet, als wenn immer nur wenige Treffer vorhanden sind. Es ist 
auch eine Erfahrung, die jeder Chemielehrer macht, da8 es viele (etwas 
schwierigere) Priparate gibt, die vom Durchschnittsstudenten einfach 
nicht ausgefiihrt werden kénnen, der Geiibte sie jedoch spielend macht. 
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Was die Bemerkung Papendiecks anlangt, daB wir die 
Schummsche ,,Methode“ des Porphyrinnachweises im Serum hiitten 
herabsetzen wollen, so wird es sich ja bei weiteren Serum-Untersuchungen 
herausstellen, ob bei der Befolgung der Schummschen Methode iiber- 
haupt brauchbare Ergebnisse méglich sind, wenn wenig Porphyrin im 
Serum ist. Ieh bemerke bei dieser Gelegenheit noch, daB unsere 
Methodik des Nachweises des Koproporphyrins im Serum gleichzeitig 
wohl die empfindlichste fiir den Nachweis des Urobilins im Serum ist. 

Zum Schlusse méchte ich noch ganz allgemein auf Porphyrin im 
Serum, Harn und im Kot zu sprechen kommen. Es bestehen Diffe- 
renzen in den Auffassungen von Schumm und uns. Schumm findet, 
da8 der Porphyringehalt im Harn abhingig ist vom FleischgenuB, 
wihrend wir das nicht konstatieren kénnen. Gegen Schumms 
Resultate ist die fehlerhafte Methodik Schumms einzuwenden, die 
darin bestand, da8 Schumm zum Trocken des Atherextraktes Natrium- 
sulfat verwendet. Dadurch sind ihm zweifellos oft geringe Mengen von 
Porphyrin entgangen. Dagegen ist derselbe Einwand natiirlich auch 
gegen seine positiven Befunde zu machen und die Tatsache, dab 
Schumm dann trotz Trocknen mit Natriumsulfat Porphyrin erhalten 
hat, spricht fiir die Schummsche Anschauung. Denn wenn durch die 
Fleischkost nicht eine Vermehrung des Porphyrins erfolgt wire, so hiitte 
er es ja nicht finden kénnen, weil ein Teil eo ipso durch Natriumsulfat 
zuriickgehalten wird. 

Wie schon hervorgehoben ist, haben wir andere Resultate erhalten, 
jedoch gebe ich zu, daB es méglich ist, da8 unser Untersuchungsmaterial 
nicht groB genug ist, um hieriiber ein abschlieBendes Urteil zu geben. 
Meiner Ansicht nach wird bei all diesen Versuchen der offenbar regu. 
lierende EinfluB der Leber zu wenig beriicksichtigt. Man nehme an, 
daB zunichst nach Porphyrinbildung im Darmkanal Porphyrin in die 
Blutbahn resorbiert wird. Was geschieht nun mit dem Porphyrin, das 
nunmehr vermehrt im Serum auftreten muB? 

Zweifellos wird es primar von der Leber zuriickgehalten, denn 
0. Neubauer und andere haben ja gezeigt, daB bei der Porphyrinurie 
in der Gallenblase Porphyrin vermehrt vorkommt. Man kann sich 
demgemiB vorstellen, daB bei Fleischkost zunichst das Porphyrin 
resorbiert wird, im Serum eine Vermehrung auftritt, aber nicht im Harn, 
denn es wird durch die Leber glatt abgefangen und erst wenn die 
Leber ,,gesittigt“ ist, wird es im Harn zur Ausscheidung gelangen. Es 
kéunten demgemi8 ganz iihnliche Verhiiltnisse vorliegen wie bei der 
Urobilinurie, die ja bekanntlich erst dann auftritt, wenn die Leber 
insuffizient ist und es wird sicher von groSem Interesse sein, nach 
dieser Richtung hin die Porphyrinausscheidung im Harn weiter zu 
verfolgen. 



























Zu »Schmalfuss und Keitel, Vorarbeiten fiir den Nachweis von Sduren in Pflanzen“. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. Bd. CXXXVIII. 
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Durch Kochen die Dioxymaleinsiure zerstéren. Die freien Siuren im 
Vakuum mit Wasserdampf bei 25°C destillieren. Als Vorlage n/10-KOH. 




























































































; =! Destillat | Riickstand 
. | 
2 Y Y 
Kae pt ee ee ee 
— | Gitnen. Wein- | Apfel- | Malein-| Mileh- u. | 
a yee 8 | a n= siiure | siure | siure | Bernstein- | 
: siiure | dure | | in | 
< Den wasserfrei geschmolzenen Mit 5n-KOH titrieren*), mit */, Vol. festem NH,Cl ver- 
a3 Eindampfriickstand mit wenig setzen und mit 10°/,iger CaCl,-Lésung (etwa 3,5 cem fiir 
- véllig absolutem Alkohol aus- 1 cem verbrauchter 5n-KOH) bei 60° fallen. 
ziehen. | 
& Riickstand | Lésung : Niederschlag | Lésung ) 
| | 
E Y ki | Y ’ 
: Ameisensiure Essigsaéure Oxalsiure ‘ie ot _ | Fumar-, 
a | (Selene Apfel- | Malein-| Milch- u. 
q = siure | sdiure | Bernstein- 
a Lésung durch Kochen einengen, fraktioniert, fil- 
a es ‘7 
a trieren, beobachten, ob das Mikroskop Calciumcitrat 
. Trennungsgang A °) anzeigt (s. das Mikrophotogramm! Tafel II). 
( Oxal- : 
ee Wein u. Niederschlag | Lisung 
fiir die Calciumsalze von ¢ 7+ non. | 
sadure : Y v ‘an 
oes : ) a Citronensiure | | | Wiennen: 
-9). By 1 (4 a1 o : : % } ° ° 4 
xal- u. Weinsiure | Citronenséure | Ca-Salze Wein- | Apfel. | Malein- | ai a. | 
Mit Eisessig auskochen, filtrieren. siure | siure | sdure | Bernstein- | 
saure 
‘= Lésung | Riickstand | 8) Unter Einengen weiter fraktioniert fiillen, bis 
u + ' eine Fraktion bei der ,,Veresterungsprobe“*) 
Cit is | | den Geruch von Fumar- oder Bernsteinester 
Jitronensiiure | Oxalsiiure, Weinsiiure | | zeigt, oder bei Abwesenheit von Fumar- und 
ee Sai eeke Bernsteinsiiure durch wenig Wasser gelist 
mehrmals auskochen. —— 
Lésung | Riickstand | Niederschlag | Lésung 
| | ! 
é i Windies - l 
Weinsiure Oxalsiiure 7 | Fumar-, | 
Apfel- | Malein-| Milch- u. | 
siure | siure | Bernstein- | 
siure | 
Mit 25cem konz. H,SO, versetzen. 
Die freigemachten Siuren 10 Stunden 
ausithern. Atherriickstand mit 5n- 





KOH titrieren, + 15 Vol. Alkohol 
2 Min. kochen! Das ipfelsaure Kalium 
setzt sich als durchsichtiges Ol an 














1) Zur Ausarbeitung des Ganges wurden vers 
verwandt, die von jeder gegebenen Siure etwa 0,3 g 
*) Um genau zu neutralisieren und die Mengen 

8) Fallen Oxal-, Citronen- und Weinsiéure, wi 
(Mikroreaktionen anstellen!), gemeinsam aus, so wer 
Trennungsgang A getrennt. 

*) Ergab der Geruch einer Veresterungsprobe | 
Siiuren mit Athylalkohol und Schwefelsiiure (eine pfeft 
Siiuren oder Salze + 3 Mikrotropfen konz. Schwet 
Athylalkohol im Tiegel iiber freier Flamme erhitzen 
von Fumar- und Bernsteinsiure, so kénnte man auc 
Fumarsiure als Indicator zusetzen. 
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Tafel I. 








Niederschlag | Losung 
| | 
e. Y 
Apreteture | Malein- | Fumar-, Milch- | 
| siure u. Bernsteinsiure | 


verschiedene Gemische 
0,3 g enthielten. 

ngen zu erkennen. 

e, wie es oft geschieht 
) werden sie nach dem 


robe der urspriinglichen 
» pfefferkorngroBe Menge 
chwefelsiiure + 1/,. ecm 
1itzen!) die Abwesenheit 
n auch zu Anfang 0,3 g 


Verlag von Walter de Gruyter & Co., Berlin. 


Bernstein- 
siure 


konz. H,SO, versetzen. 
chten Siuren 10 Stunden 
Atherriickstand mit 5 n- 
en, +15Vol. Alkohol 
i! Das aipfelsaure Kalium 
is durchsichtiges Ol an 


siure 











Y 7 
Maleinsiure | 




























Im Vakuum den Alkohol abdestillieren. Dann 

mit 10°/,iger BaCl,-Lésung unter Kochen fraktio- 

niert fallen. Beobachten, ob zuletzt Flitter des 

maleinsauren Bariums zu erkennen sind, Diese 
dann wieder ldésen, filtrieren. 


Lésung | Niederschlag 





| 





u. Bernstein- | 
siure 


Fumar-, 
Milch- 
Ba-Salze in 10°/,iger Salzsiiure bei 50° C lésen. 
+ 25ccem konz. H,SO, 10 Stunden ausithern, 
mit 5n-KOH titrieren. + 1/,, Vol. konz. HNO, 
und mit Mercuronitrat fallen. Nach 4 Stunden 

filtrieren. 








Niederschlag | Lésung 





Y Y 
Fumarsiiure 





| Milchsiiure | Bernsteinsiure | 


Im Filtrat mit H,S-Wasser die Siiuren aus den 
léslichen Hg-Verbindungen in Freiheit setzen. 
10 Stunden ausithern. — Die freien Siuren neutra- 
lisieren und wieder als Ba-Salze fallen! Filtrieren, 
um die Saéuren von der itherléslichen HNO, zu 
trennen. Mit konz. H,SO, in Freiheit setzen. Nach 
10stiindigem Ausiithern den Extraktriickstand mit 
kaltem Wasser auslaugen. 





Riickstand Lésung 


a | 
Y Y 


Bernsteinsiiure Milehsiure 





Zu ,Schmalfuss und Keitel, Vorarbeiten fiir den Tafel Ll. 
Nachweis von Sduren in Pflanzen". 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. Bd. CX XX VII. 














Caleiumeitrat, Vergr. 1: 130. 


Verlag von Walter de Gruyter & Co., Berlin. 

















Zu 4H. Fischer und J. Hilger, Zur Kenntnis der 
natiirlichen Porphyrine.© 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. Bd. CXXXVIII. 





Verlag yon Walter de Gruyter & Co., Berlin. 











Fir die haufiger zitierten Zeitschriften werden folgende 
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Liebig, Ann. der Chem. 
Pfliigers Arch. 


Arch. (Anat. u.) Physiol. 


Arch. fiir exper. Pathol. 


Chem. Ber. 
Biochem. Zbl. 


Biochem. Jl. 
Biochem. Zs. 


Bull. Soc. chim, France. 


Chem. Zbl. 
C. R. 


Jl. of Biol. Chem. 
J. of Physiol. 
Jl. fir prakt. Chem. 


Landw. Versuchsstation. 


Mon.-H. fiir Chemie. 
Zs. physikal. Chem. 


==(Liebigs) Annalen der Chemie. 

== Archiv fir die gesamte Physiologie. 

== Archiv fiir Physiologie (Archiv ftir Ana- 
tomie und Physiologie, Physiologische 
Abteilung). 

== Archiv fiir experimentelle Pathologie und 
Pharmakologie. 

== Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. 

= Zentralblatt fiir Biochemie und Bio- 

hysik. 

== The Biochemical Journal. 

== Biochemische Zeitschrift. 

== Bulletin de la Société chimique de France. 

== Chemisches Zentralblatt. 

==Comptes rendus de 1l’Académie des 
Sciences. 

== The journal of biological chemistry. 

== The journal of Physiology. 

== Journal fiir praktische Chemie. 

== Landwirtschaftliche Versuchsstationen. 

== Monatsheft fir Chemie. 

== Zeitschrift fir physikalische Chemie. 


Quarterly Jl. Experim. Physiol. = Quarterly Journal of experimental phy- 
siology. 

= Sikeadiinrledhen Archiv fiir Physiologie. 
= Zeitschrift fiir Biologie. 


Skand. Arch. Physiol. 
Zs. Biol. 
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